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Desde la secuenciacio´n del primer genoma humano, el desarrollo de nuevas te´cnicas de se-
cuenciacio´n ha crecido exponencialmente, bajando los costes de esta por debajo de los mil
do´lares. Actualmente, en el a´mbito del diagno´stico cl´ınico se utilizan tecnolog´ıas de segunda
generacio´n para secuenciar regiones determinadas del genoma, ya sea la totalidad de los genes
(exoma) o un conjunto de ellos (panel de genes). La secuenciacio´n de regiones concretas del
genoma se conoce como secuenciacio´n masiva dirigida. Esta te´cnica incluye, entre otras, una
etapa de captura y enriquecimiento de las regiones a secuenciar, cuya eficiencia condicionara´
el resultado final de la secuenciacio´n. Por ello, son necesarias herramientas de software que
evalu´en la eficiencia y la ausencia de sesgo en el proceso de enriquecimiento, actuando como
control de calidad antes de continuar con el ana´lisis de los datos obtenidos. Hoy en d´ıa existen
varias herramientas que permiten realizar este control de calidad, entre las que destaca ngsCAT
(Next Generation Sequencing data Capture Assessment Tool). A pesar de ser una herramienta
muy extendida en la comunidad cient´ıfica), presenta limitaciones en cuanto a su arquitectura,
tecnolog´ıa usada, instalacio´n y representacio´n de los datos. Por tanto, en este trabajo se ha
desarrollado una versio´n llamada ngsCAT2, la cual suple las carencias que presentaba su pre-
decesora. Esto se ha conseguido gracias a una nueva arquitectura, al uso de Python3, el empleo
de gra´ficas interactivas, la adicio´n de nuevas funcionalidades y la publicacio´n en plataformas
colaborativas. Con ello, se ha conseguido una herramienta ma´s completa, flexible y sencilla de
desarrollar, facilitando su utilizacio´n por parte de usuarios inexpertos que deseen evaluar el pro-
ceso de captura de sus experimentos de secuenciacio´n dirigida, y a desarrolladores que deseen
ampliar la herramienta. Todas estas nuevas caracter´ısticas permiten un aumento del soporte del
software, ampliando su uso y permanencia en la comunidad cient´ıfica.
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Abstract
Since the first sequencing of human genome, the development of new sequencing techniques
has grown exponentially, lowering costs below a thousand American Dollars. Currently, second-
generation technologies are used in the field of clinical diagnosis to sequence specific regions
of the genome, allowing us to sequence either the entirety of genes (exoma) or a particular
set of them (gene panel). Sequencing specific regions of the genome is known as targeted mass
sequencing, which includes a capturing and enriching step of the regions of interest within the
genome. The efficiency of this enrichment process will condition the sequencings final results.
Therefore, software tools are needed to evaluate the efficiency and lack of bias during the
enrichment process, acting as quality control before continuing with the analysis of the data
obtained. Nowadays there are several tools that allow us to perform this quality control, such
as ngsCAT (Next Generation Sequencing data Capture Assessment Tool). Despite its use being
widespread among the scientific community, this tool has limitations due to its architecture,
the technology used, installation and data representation. Because of this, we have developed a
new version called ngsCAT2, which solves the limitations showed by its predecessor. This has
been achieved thanks to its new architecture, the use of Python3 and interactive graphics, the
addition of new functionalities and its publication on collaborative platforms. This has resulted
in a more complete, flexible and easy to develop tool, facilitating its use by inexperienced users
who wish to evaluate the capture process of their sequencing experiments, and to developers
who would like to extend the tool. All these new features allow for an increased support of the
tool, extending its use and permanence among the scientific community.
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1.1. Motivacio´n del proyecto
Desde la finalizacio´n del proyecto genoma humano en el an˜o 2003, se ha producido un
enorme progreso en las tecnolog´ıas de secuenciacio´n masiva (Next Generation Sequencing, NGS),
de forma que se han realizado avances importantes en el estudio del contenido, organizacio´n,
funcio´n y evolucio´n de la informacio´n gene´tica en un genoma completo. A la par, el coste de la
secuenciacio´n se ha ido reduciendo de forma significativa (fig.1.1), siendo posible en la actualidad
secuenciar un genoma completo por aproximadamente 1000 do´lares americanos (1).
Figura 1.1: Precio de la secuenciacio´n de genoma completo a lo largo de los an˜os, linea verde. Repre-
sentado con la linea blanca podemos observar el precio esperado segu´n la ley de Moore. Imagen obtenida
de (1)
En el a´mbito del diagno´stico gene´tico es comu´n secuenciar mediante NGS regiones espec´ıfi-
cas del genoma(2; 3; 4). Estas regiones pueden corresponder a regiones codificantes del genoma
1
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(conocido como exoma), a un conjunto de genes asociados a numerosas enfermedades (exoma
cl´ınico)(5) o simplemente a un nu´mero ma´s o menos variable de genes de intere´s (panel de
genes)(6; 3). A esta secuenciacio´n de regiones espec´ıficas se le conoce comu´nmente como se-
cuenciacio´n masiva dirigida y es una herramienta u´til para interrogar en un solo experimento
varios loci o incluso todas las regiones geno´micas codificantes a un coste relativamente bajo.
El enriquecimiento de regiones para la secuenciacio´n masiva dirigida incluye una etapa de
captura donde las sondas se unen a las regiones de intere´s. El e´xito de la secuenciacio´n dependera´
estrechamente de la eficiencia de esta captura y el enriquecimiento de dichas regiones. El grado de
enriquecimiento puede ser calculado antes de la secuenciacio´n mediante una reaccio´n en cadena
de polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) cuantitativa para un nu´mero reducido de
regiones de intere´s. U´nicamente el ana´lisis de los datos obtenidos mediante la secuenciacio´n
masiva nos aportara´ el grado de enriquecimiento para todas las regiones de intere´s (Regions of
Interest, ROIs), proporcionando informacio´n de todo el proceso de captura y la existencia de
posibles sesgos.
Existen diversidad de estudios que establecen cua´les son los aspectos cr´ıticos para evaluar
el proceso de secuenciacio´n dirigida(7; 8; 9): (i) sensibilidad, que permite conocer co´mo de
bien esta´n cubiertas las regiones de intere´s, (ii) especificidad, para medir la proporcio´n de
las secuencias o reads que se encuentran fuera de las regiones de intere´s y (iii) uniformidad,
para detectar la existencia de sesgos en las regiones de intere´s. En la literatura, existen varios
programas de software que permiten la evaluacio´n del proceso de enriquecimiento en experimen-
tos de secuenciacio´n dirigida (ve´ase seccio´n 2.2) en te´rminos de sensibilidad, especificidad y/o
uniformidad, destacando ngsCAT (Next Generation Assessment Tool)(10). A pesar de ser una
herramienta usada por la comunidad cient´ıfica(11), necesita mejorar ciertos aspectos como una
mayor facilidad de instalacio´n, la interaccio´n con el usuario, ma´s funcionalidad y la posibilidad
de permitir un desarrollo colaborativo.
1.2. Objetivos
En este sentido, el objetivo de este trabajo es el desarrollo de una versio´n mejorada de
ngsCAT que cumpla con los puntos indicados anteriormente, ma´s concretamente:
• Migracio´n del co´digo fuente de Python 2 a Python 3.
• Agregar soporte para las herramientas esta´ndares de gestio´n de paquetes de Python (pip)
para la instalacio´n del ejecutable y sus dependencias.
• Agregar figuras interactivas por medio de paquetes gra´ficos actuales como Plotly Python
Library (12).
• Incluir nuevas me´tricas relacionadas con la evaluacio´n del proceso de enriquecimiento.
• Incluir el co´digo fuente de la herramienta en un sistema de control de versiones (Git) y
alojar dicho co´digo en GitHub.
• Adaptar la herramienta y sus mejoras para su ejecucio´n en ordenadores personales con
baja potencia de co´mputo.
Para la ejecucio´n de estos objetivos ha sido necesario realizar una refactorizacio´n del co´digo
enfocada a la mejora del alto acoplamiento y la estructura poco modularizada.
Con estas mejoras, se pretende que la herramienta pueda ser utilizada por profesionales no
expertos en bioinforma´tica que trabajen con experimentos de secuenciacio´n dirigida. Adema´s,
estas mejoras permitira´n el continuo desarrollo y mejora de la herramienta de un modo colabo-
rativo, ampliando as´ı su soporte y penetrancia en la comunidad cient´ıfica.
2 CAPI´TULO 1. INTRODUCCIO´N
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1.3. Estructura de la memoria
Este trabajo esta´ estructurado de la siguiente forma: para comenzar en el cap´ıtulo 2 se
introducira´ conceptos de secuenciacio´n masiva as´ı como los diferentes programas informa´ticos
destinados a la evaluacio´n del proceso de enriquecimiento en experimento de secuenciacio´n
masiva dirigida. Posteriormente, se realizara´ una ana´lisis completo de la herramienta ngsCAT.
En el cap´ıtulo 3 se describira´ el desarrollo de la nueva versio´n de la herramienta, ngsCAT2, en
te´rminos de arquitectura, y las nuevas funcionalidades. Finalmente, en el cap´ıtulo 4 veremos el
resultado de la ejecucio´n completa de la nueva herramienta tomando como ejemplo un exoma
Humano. Adema´s, se realizara´ una prueba de rendimiento comparativa con su predecesora.




Herramientas software para la evaluacio´n del proceso
de enriquecimiento
2.1. Introduccio´n a la secuenciacio´n de DNA
La secuenciacio´n de las mole´culas de Acido desoxiribonucleico (DNA) es el proceso de de-
terminar el orden preciso de los nucleo´tidos de una mole´cula de DNA. Engloba a cualquier
metodolog´ıa o te´cnica capaz de determinar el orden de los desoxiribonucleo´tidos de Adenina,
Citosina, Guanina y Timina en una de las hebras del DNA (la cadena complementaria se puede
conocer utilizando el principio de complementariedad de bases).
El conocimiento de la secuencia de DNA es indispensable para la investigacio´n biolo´gica y
para numerosas disciplinas como geno´mica funcional, transcripto´mica, oncolog´ıa, microbiolog´ıa
y biolog´ıa forense, entre otras. Por esta razo´n, desde el descubrimiento de la mole´cula de DNA
en 1953 se han realizado grandes esfuerzos para desarrollar tecnolog´ıas que puedan determinar
el orden exacto de las bases nucleot´ıdicas en una mole´cula de DNA. Podemos dividir la meto-
dolog´ıas o tecnolog´ıas de secuenciacio´n en tres etapas o generaciones: metodolog´ıas de primera,
segunda y de tercera generacio´n.
Las metodolog´ıas de secuenciacio´n de primera generacio´n marcaron el inicio de la era. En
1977, Maxam y Gilbert (13) desarrollaron la secuenciacio´n por rotura o el tambie´n llamado
“me´todo por degradacio´n qu´ımica”. Esta metodolog´ıa no se ha usado de forma muy amplia
debido a la elevada toxicidad de algunos reactivos qu´ımicos utilizados y la necesidad de disponer
de altas cantidades de DNA. El otro me´todo que se engloba en las te´cnicas de primera generacio´n
es la secuenciacio´n “dideoxi” o por terminacio´n de cadena, desarrollada por el dos veces ganador
del premio Nobel de qu´ımica Frederick Sanger en 1975 pero comercializada posteriormente en
1977. El me´todo de Sanger (14) es un me´todo enzima´tico que permite determinar la secuencia de
una hebra de DNA (llamada molde) a medida que se va sintetizando su cadena complementaria
y, al igual que el me´todo de Maxam-Gilbert, se requiere del uso de electroforesis en gel para
poder obtener el orden de los nucleo´tidos que componen el fragmento a secuenciar.
Gracias a la paralelizacio´n y automatizacio´n de la metodolog´ıa en la que se basa la secuen-
ciacio´n Sanger, se pudo completar la secuenciacio´n del genoma humano en 2003. El “proyecto
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genoma humano” requirio´ de 13 an˜os y una gran cantidad de recursos humanos y tecnolo´gicos
para completarse (15). La ingente cantidad de recursos requeridos demando´ la necesidad de
nuevas tecnolog´ıas de secuenciacio´n que permitieran la generacio´n masiva de secuencias, una
reduccio´n del tiempo de procesado y una reduccio´n del coste de todo el proceso. As´ı, gracias a un
programa de subvenciones del National Human Genome Institute (NHGRI) de Estados Unidos,
a partir del an˜o 2005 se empezaron a comercializar los primeros secuenciadores que generaban
secuencias de DNA de forma masiva a un coste significativamente menor. Estos secuenciadores
se conocen como tecnolog´ıas de segunda generacio´n o Next Generation Sequencing (16).
Las tecnolog´ıas de segunda generacio´n comparten tres aspectos y mejoras con respecto a las
metodolog´ıas de primera generacio´n:
1. Requieren de un pre-procesado del DNA o creacio´n de una librer´ıa que permite preparar
el DNA para su carga en el secuenciador.
2. Se producen de miles a millones de reacciones de secuenciacio´n en paralelo en un proceso
basado en ciclos.
3. La salida del proceso de secuenciacio´n se realiza de forma directa por lo que no es necesario
la utilizacio´n de electroforesis en gel.
Las tecnolog´ıas que componen la segunda generacio´n se basan en amplificaciones de los
fragmentos de DNA que componen la librer´ıa mediante la te´cnica de reaccio´n en cadena de
polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR). De esta forma, se pueden detectar las sen˜ales
emitidas en las reacciones qu´ımicas que ocurren en el proceso de secuenciacio´n. Este grupo
esta´ conformado por las siguientes tecnologias: 454 (pirosecuenciacio´n) de Roche Diagnostics
y SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) de Life Technologies, ambas
actualmente fuera de mercado. Tambie´n encontramos enmarcadas en esta categor´ıa a los se-
cuenciadores ( Ion Torrent/Proton) de ThermoFisher y a los secuenciadores de Illumina (17).
De todas estas tecnolog´ıas, los secuenciadores de Illumina son, con diferencia, los ma´s utilizados
por la comunidad cient´ıfica, por su alta precisio´n, coste de secuenciacio´n por base, aplicaciones y
versatilidad. Tal es su potencial que gracias a un conjunto de secuenciadores del modelo de Hiseq
X se ha conseguido disminuir el tiempo de secuenciacio´n del genoma humano completo hasta
las 72 horas con un coste cercano a los 1000 do´lares americanos. Illumina pretende mediante su
nuevo modelo de secuenciador NovaSeq6000 (fig. 2.1) bajar los tiempos de secuenciacio´n hasta
las 60 horas en el caso de genoma completo.
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Figura 2.1: Secuenciador NovaSeq 6000
Finalmente, existen otro tipo de tecnolog´ıas dentro de la secuenciacio´n masiva conocidas
como de tercera generacio´n. Estos me´todos comparten dos caracter´ısticas principales:
1. No esta´n basadas en la amplificacio´n de los fragmentos mediante PCR para la secuencia-
cio´n.
2. El proceso de secuenciacio´n se produce en tiempo real, ya que no se basa en ciclos.
Este grupo lo componen principalmente dos tecnolog´ıas, SMRT (single molecule real time)
de Pacific Biosciences y un sistema de secuenciacio´n basado en nanoporos desarrollado por
Oxford nanopore.
SMRT (18) es un me´todo de secuenciacio´n en tiempo real de una u´nica mole´cula de DNA.
Con esta tecnolog´ıa, la preparacio´n de las librer´ıa es ra´pida (en torno a 6 horas) y la principal
ventaja que tiene es una longitud de secuencias o reads mucho mayor que las obtenidas con los
me´todos basados en amplificacio´n por PCR. La principal desventaja es un menor nu´mero de
reads por ejecucio´n o througtput en comparacio´n con los secuenciadores de lecturas cortas como
Illumina y la alta tasa de errores, alrededor del 14 % con el modelo PacBio RS II, aunque con el
modelo de secuenciador ma´s actual, Sequel, se esta´ consiguiendo reducir. Por otro lado, tenemos
la tecnolog´ıa basada en Nanoporos desarrollada por Oxford Nanopore, en la cual la cadena de
DNA es introducida a trave´s de un poro en una membrana de material conductor. Cada base
o nucleo´tido al pasar por el nanoporo genera un cambio en la conductividad del material que
puede ser detectado. En 2014, Oxford nanopore saco´ al mercado un dispositivo porta´til basado
en la tecnolog´ıa de nanoporos llamado minION y esta´n desarrollando plataformas para conectar
y paralelizar varios de estos secuenciadores.
Como hemos visto, las tecnolog´ıas de secuenciacio´n masiva han evolucionando exponencial-
mente (fig. 2.2). Se ha incrementado la longitud de reads llegando a obtener subconjuntos de
lecturas de hasta 60 Kilo bases conPaCBIO RSII. En cuanto a cantidad de datos generados
(throughtput) Illumina mediante el secuenciador HiSeq X Ten es capaz de generar 1,8Tb (tera-
base) por ejecucio´n de secuenciador y precisamente con este modelo se ha conseguido reducir el
coste de la secuenciacio´n de una manera sustancial.
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Figura 2.2: Evolucio´n de las plataformas de NGS. (A) Las barras azules representan la longitud de reads
ma´xima en el primer secuenciador comercializado por 454, Illumina/Solexa, SOLiD (Life Technologies),
Ion Torrent (Life Technologies) y Pacific Biosciences. Las barras naranjas representan la longitud de reads
ma´xima que pueden ser obtenidas con esas tecnolog´ıas en el an˜o 2014. (B) Ma´ximo throughput del primer
instrumento de secuenciacio´n disponible comercialmente (barra azul) y del instrumento comercializado
en 2014 (barra naranja) Figura obtenida y modificada de (17).
2.1.1. Aplicaciones de las tecnolog´ıas de secuenciacio´n masiva
Es indiscutible el potencial de las tecnolog´ıas de NGS en disciplinas como la biotecnolog´ıa,
la biolog´ıa o la biomedicina. La escalabilidad, los precios relativamente asequibles y la eficiencia
de la secuenciacio´n masiva esta´n proporcionando un progreso sin precedentes en, por ejemplo,
el diagno´stico de enfermedades raras o ca´ncer o en la prediccio´n de un efecto de un fa´rmaco
sobre el paciente (19; 20).
Las aplicaciones de las tecnolog´ıas de NGS son muy variadas. Por ejemplo, la secuenciacio´n
de las mole´culas de a´cido ribonucleico (RNA), tambie´n conocido como RNA-seq, nos permite
obtener la secuencia completa de los RNAs presentes dentro de la muestra. Mediante esta te´cnica
podemos conocer los niveles de expresio´n ge´nica, o el nu´mero de isoformas de un gen presentes
de una muestra. Adema´s de los RNA mensajeros obtenemos la informacio´n de la secuencia de
RNA riboso´micos, RNA de transferencia o RNA no codificantes. Se puede tambie´n estudiar
los sitios de unio´n prote´ına-DNA mediante ChiP-seq (inmunoprecipitacio´n de la cromatina),
permitiendo estudiar la compleja regulacio´n ge´nica. Otra de las aplicaciones es la deteccio´n
cambios qu´ımicos en las bases nucleot´ıdicas como la metilacio´n. Tambie´n, mediante la NGS,
podemos caracterizar el genoma de una especie en particular cuyo genoma de referencia no es
conocido. A esta aplicacio´n se le conoce como ensamblado de novo de genoma completo.
Sin embargo, nos vamos a centrar en la secuenciacio´n de genomas ya conocidos, distinguiendo
entre:
1. Secuenciacio´n de genoma completo o WGS (whole genome sequencing): donde se re-
secuencia el genoma completo del organismo bajo estudio. Debido a la reduccio´n de costes,
en la actualidad es abordable la secuenciacio´n de genomas completos a nivel poblacional.
En este sentido, destacamos iniciativas como el proyecto 1000 Genomas de Navarra (21)
o el proyecto de los 100.000 genomas de Reino Unido (22), entre otros.
2. Secuenciacio´n dirigida: En algunos casos ya sea por una cuestio´n econo´mica o por el obje-
tivo del experimento, se puede recurrir a la re-secuenciacio´n de determinadas regiones de
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intere´s. En este caso, las regiones de intere´s son selectivamente capturadas y enriquecidas
(mediante hibridacio´n a la cadena de DNA complementaria) antes de la secuenciacio´n
de forma que se obtienen datos de secuenciacio´n u´nicamente de las regiones capturadas
(20; 5). Dentro de la secuenciacio´n masiva dirigida podemos realizar la re-secuenciacio´n
del exoma completo o WES (Whole Exome Sequencing) donde u´nicamente son captura-
das y secuenciadas todas las regiones geno´micas que codifican prote´ınas. Estas regiones
son conocidas como exones y el genoma humano completo aproximadamente contiene
180.000 de estas regiones o 30 Megabases. Al conjunto de exones se le denomina exoma
que representa menos de un 2 % del genoma humano y aunque puede parecer una cifra
baja, aproximadamente un 85 % de las mutaciones conocidas causantes de enfermedades
mendelianas se encuentran en las regiones codificantes (23). Adema´s de la secuenciacio´n
del exoma, a trave´s de la secuenciacio´n dirigida podemos secuenciar u´nicamente un de-
terminado conjunto de genes de intere´s, conocido comu´nmente como “panel de genes”.
Los paneles de genes normalmente engloban a decenas o cientos de genes relacionados con
una o ma´s patolog´ıas a estudiar. En el a´mbito hospitalario estos paneles son ampliamente
utilizados para el diagno´stico y estudio de enfermedades como el Ca´ncer de mama (3).
A priori, la gran cantidad de informacio´n generada por la secuenciacio´n de genoma completo
puede ser una ventaja, pero el coste de la propia secuenciacio´n y la gran cantidad de datos que
posteriormente tienen que ser analizados, consumen una gran cantidad de recursos econo´micos
y humanos (24). Por estos motivos y porque en muchas ocasiones el objetivo del experimento no
requiere la re-secuenciacio´n del genoma completo, se plantea como alternativa la secuenciacio´n
dirigida de regiones de intere´s. Por ejemplo, es comu´n utilizar esta te´cnica en el diagno´stico
gene´tico, secuenciando determinados genes de intere´s o exomas completos.
Por otro lado, el enriquecimiento de regiones para la secuenciacio´n masiva dirigida incluye
una etapa de captura donde las sondas se unen a las regiones de intere´s y complementarias
de DNA geno´mico. El e´xito de la secuenciacio´n dependera´ estrechamente de la eficiencia de
esta captura y el enriquecimiento de dichas regiones. El grado de enriquecimiento puede ser
calculado antes de la secuenciacio´n mediante una reaccio´n en cadena de polimerasa cuantitativa
(qPCR) para un nu´mero reducido de regiones de intere´s. U´nicamente el ana´lisis de los datos
obtenidos mediante la secuenciacio´n masiva nos aportara´ el grado de enriquecimiento para todas
las regiones de intere´s (ROIs), proporcionando informacio´n de todo el proceso de captura y la
existencia de posibles sesgos.
Existen diversidad de estudios que establecen cua´les son los aspectos cr´ıticos para evaluar
el proceso de secuenciacio´n dirigida (7; 8; 9): (i) sensibilidad, que permite conocer co´mo de
bien esta´n cubiertas las regiones de intere´s, (ii) especificidad, para medir la proporcio´n de las
secuencias o reads que se encuentran fuera de las regiones de intere´s y (iii) uniformidad, para
detectar la existencia de sesgos en las regiones de intere´s.
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2.2. Programas para la evaluacio´n de la eficiencia del proceso
de enriquecimiento.
En la comunidad cient´ıfica existen varias herramientas software que permiten la evaluacio´n
del proceso de enriquecimiento en experimentos de secuenciacio´n dirigida en te´rminos de sensibi-
lidad, especificidad y/o uniformidad. Algunas herramientas de manejo de secuencias contienen
funcionalidades u´tiles para obtener me´tricas determinadas, como por ejemplo BedTools (25)
o PicardTools (26) que pueden aportar estad´ısticas generales de la cobertura o del sesgo del
contenido GC. Estas herramientas de manejo de secuencias normalmente no aportan todas las
me´tricas necesarias para un realizar un control de calidad exhaustivo, obligando al investigador
a crear programas complejos que agrupen las me´tricas de los diferentes programas.
Por otro lado, existen otras herramientas ma´s completas para la evaluacio´n del proceso de
captura aportando me´tricas espec´ıficas para experimentos de secuenciacio´n dirigida. Algunas de
estas herramientas son: NGSrich (27), TarSeqQC (28), TEQC (29), Coverview (30) y ngsCAT
(10) de las cuales hablaremos a continuacio´n.
NGSRich es un programa desarrollado en Java y disen˜ado para integrarse en entornos de
supercomputacio´n. Los resultados se generan en un archivo HTML facilitando as´ı su visuali-
zacio´n, adema´s aporta datos como la calidad de la secuenciacio´n. Sin embargo, NGSRich no
ha recibido actualizaciones recientes y no se encuentra disponible en plataformas de desarrollo
colaborativo como GitHub.
TarSeqQC es un paquete de R que permite realizar un control de calidad y una ra´pi-
da exploracio´n de los resultados de experimentos de secuenciacio´n dirigida en te´rminos de
cobertura. Aunque se trata de una herramienta con ma´s de 1500 descargas en 2018 http:
//bioconductor.org/packages/stats/bioc/TarSeqQC/, esta´ disen˜ada para explorar un pe-
quen˜o grupo de regiones espec´ıficas y aunque es suficiente para realizar ana´lisis de paneles de
genes, dificulta su uso para el ana´lisis de exomas completos. Este paquete se encuentra disponi-
ble en el repositorio Bioconductor, que es el repositorio de paquetes de R donde se alojan ma´s
herramientas destinadas al ana´lisis de datos biolo´gicos.
TECQC, al igual que la herramienta anterior, es otro paquete de R disponible en el reposi-
torio Bioconductor. El principal problema de este paquete es su alto consumo de memoria RAM
lo cual no lo hace apto para el ana´lisis de todas las regiones de un exoma ( 50Mb).
Coverview es una herramienta en la que a trave´s de su interfaz interactiva, el usuario puede
visualizar una gran cantidad de informacio´n relacionada con la cobertura o mediciones de calidad
de la secuenciacio´n a nivel gen e incluso a nivel de base nucleot´ıdica. Esta´ escrita en python2 y
utiliza el framework Flask (31) para generar la interfaz, requiriendo el uso de un servidor local.
La principal limitacio´n de esta herramienta viene dada por la falta de figuras que aporten una
visio´n global de la evaluacio´n del proceso de enriquecimiento. (30).
Entre las herramientas disponibles para la evaluacio´n del enriquecimiento en la secuenciacio´n
dirigida destaca ngsCAT (next generation sequencing data Capture Assessment Tool). Esta
herramienta proporciona una gran diversidad de me´tricas y permite su ejecucio´n en ordenadores
con recursos limitados. En la siguiente seccio´n 2.3 hablaremos en profundidad de sus diferentes
funciones y los mecanismos que utiliza para llevarlas a cabo.
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2.3. ngsCAT
ngsCAT es una aplicacio´n de l´ınea de comandos escrita en Python que facilita una evaluacio´n
del enriquecimiento en la secuenciacio´n dirigida en te´rminos de:
Sensibilidad, que nos permiten conocer co´mo de bien esta´n cubiertas las regiones de intere´s.
Especificidad, para medir la proporcio´n de secuencias o reads alineadas en regiones que
no corresponden a las de intere´s.
Uniformidad, para detectar posibles sesgos en las regiones de intere´s.
ngsCAT u´nicamente requiere de un archivo de alineamientos en formato binario que repre-
sente los alineamientos de las secuencias con respecto a un genoma de referencia BAM (Binary
alignment map) y un archivo BED (Browser extensible data) donde se describen las regiones de
intere´s, que representan las zonas capturadas y posteriormente secuenciadas. La herramienta
puede manejar datos de la mayor´ıa de plataformas de secuenciacio´n y puede ser fa´cilmente in-
tegrable en flujos de ana´lisis de datos o pipelines. Adema´s ngsCAT cuenta con la paralelizacio´n
de sus tareas lo cual permite que se realice todo el ana´lisis haciendo uso de multihilo. ngsCAT
genera como salida un informe en formato HTML dividido en las siguientes secciones (sensi-
bilidad, especificidad y uniformidad). En cada una de las secciones se presentan una serie de
tablas y figuras, as´ı como los diferentes para´metros utilizados. Por otro lado, ngsCAT genera al
usuario diversos archivos en formato bedGraph con informacio´n de la profundidad en las regiones
de los diferentes cromosomas o contigs. Estos archivos pueden ser cargados en visualizadores
geno´micos como Integrative Genomics Viewer (IGV ) o el proporcionado por UCSC.
2.3.1. Funcionalidad
A continuacio´n haremos un breve repaso a cada una de las me´tricas que utiliza el programa
ngsCAT para la evaluacio´n del enriquecimiento en la secuenciacio´n dirigida en te´rminos de
sensibilidad, especificidad y uniformidad.
Sensibilidad
ngsCAT aporta dos me´tricas que evalu´an la calidad de la cobertura en las regiones de intere´s.
La primera de ellas es el porcentaje de bases cubiertas a diferentes umbrales de profundidad
que nos permite evaluar la sensibilidad del proceso de captura estudiando el grado de regiones
cubiertas a una profundidad determinada. Como podemos ver en la figura 2.3
La segunda me´trica dentro de la seccio´n de Sensibilidad se trata de una me´trica opcional y
proporciona una medida de saturacio´n, que permite conocer si aumentando la profundidad de
la secuenciacio´n se obtendr´ıa una mejora en los resultados en cuanto al porcentaje de posiciones
cubiertas. La gra´fica generada por esta me´trica la podemos ver en la Figura 2.4.
Especificidad
En te´rminos de especificidad, ngsCAT nos permite conocer cuanto esfuerzo de secuenciacio´n
es empleado en capturar zonas fuera de las regiones de intere´s. Estos datos son representados
mediante un gra´fico de barras (Fig. 2.5). Adema´s proporciona el nu´mero de reads duplicados
(lecturas que alinean exactamente en la misma regio´n del genoma de referencia) dentro on-
target como fuera de las regiones de intere´s off-target (Figura 2.6). Por otro lado ngsCAT
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Figura 2.3: Porcentaje de bases cubiertas a diferentes umbrales de profundidad. En el eje Y esta´
representada la proporcio´n de todas las bases que conforman las regiones de intere´s. En eje X esta´n
representados los diferentes umbrales de profundidad. En este caso ma´s de un 90 % por ciento de todos
los nucleo´tidos que forman nuestras regiones de intere´s esta´n cubiertos por una o ma´s lecturas o reads.
Figura 2.4: Gra´fica de saturacio´n, en el eje x esta´n representado el nu´mero de reads o secuencias del
experimentos de secuenciacio´n y en el eje y el porcentaje de bases cubiertas a ma´s de 10x de profundidad
proporciona la informacio´n regiones con alta profundidad fuera de las regiones de intere´s (a ma´s
de 1 Kilobase y por defecto con ma´s de 15x de profundidad), mediante los archivos generados
por la herramienta en formato BED (extension ”.off.bed”).
Uniformidad
ngsCAT proporciona cuatro me´tricas que permiten conocer si las lecturas esta´n distribuidas
uniformemente en las regiones de intere´s, permitie´ndonos saber si hay sesgo debido a localizacio-
nes geno´micas o composiciones nucleot´ıdicas. Comenzaremos por la distribucio´n de profundidad
por posicio´n, esta me´trica proporciona dos gra´ficas. La primera de ellas nos muestra la distri-
bucio´n de la profundidad por base capturada para solo aquellas bases con una profundidad de
al menos 1x (Figura 2.7). La segunda gra´fica es una representacio´n de la distribucio´n de la
profundidad por base en forma de gra´fico de cajas o boxplot (Figura 2.8).
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Figura 2.5: Gra´fica de reads que cubren las regiones de intere´s,donde esta´n representadas las lecturas
alineadas en el genoma de referencia y dentro de las regiones de intere´s en cada uno de los cromosomas
Figura 2.6: Gra´fica de multiplicidad de las lecturas. En el eje x esta´ representado el nu´mero de veces
de aparicio´n de lecturas que alinean de la misma forma en el genoma de referencia. Las barras de color
verde y rojo representan a las lecturas que mapean dentro on-target y fuera de las regiones off-target de
intere´s respectivamente.
Figura 2.7: Histograma de distribucio´n de la profundidad por posicio´n o base.
CAPI´TULO 2. SECUENCIACIO´N MASIVA DIRIGIDA,
HERRAMIENTAS SOFTWARE PARA LA EVALUACIO´N DEL PROCESO DE
ENRIQUECIMIENTO
13
ngsCAT2. An improved tool to assess the efficiency of targeted enrichment sequencing
Figura 2.8: Boxplot de la distribucio´n de la profundidad por posicio´n o base.
Por otro lado en te´rminos de uniformidad ngsCAT nos proporciona la distribucio´n de la
profundidad en las regiones de intere´s por cada cromosoma como podemos ver en la figura 2.9
Figura 2.9: Gra´fica de distribucio´n de la profundidad a lo largo del las regiones de intere´s en el cromo-
soma
Otra de las me´tricas relacionadas con la uniformidad es la distribucio´n de las desviaciones
esta´ndar de las profundidades en las regiones de intere´s. En esta me´trica para cada una de las
regiones son calculadas la media y la desviacio´n esta´ndar de la profundidad de cada una de las
bases que la componen proporcionando un valor de desviacio´n esta´ndar normalizado (desviacio´n
esta´ndar / media). Todas estas regiones normalizadas son representadas en un histograma y un
boxplot (figura 2.10).
Otra me´trica opcional de ngsCAT permite conocer la distribucio´n de las profundidades
en funcio´n del contenido en GC. En ella son calculadas las medias de la profundidad de las
regiones y el porcentaje de contenido en GC presente en ellas. Esta gra´fica nos permite medir la
uniformidad en te´rminos de la composicio´n nucleot´ıdica (Figura 2.11) Finalmente, en el caso de
realizar una evaluacio´n de dos experimentos a la vez se calcula y representa en forma de gra´fica
la correlacio´n de profundidad por regio´n de intere´s 2.12, entre ambos archivos BAM.
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Figura 2.10: Distribucio´n de las desviaciones esta´ndar de las profundidades de las regiones de intere´s
Figura 2.11: Gra´fica de contenido en GC. En ella esta´n representadas la distribucio´n de las medias de
profundidad de las regiones frente al contenido en GC que tienen cada una de ellas
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Figura 2.12: Gra´fica de correlacio´n de profundidad por Regio´n de Intere´s.
Una vez comentada cua´l es la funcionalidad de ngsCAT en las siguientes secciones vamos a
describir desde un punto de vista general aspectos como la arquitectura, flujo y control de con-
currencia, comunicacio´n entre procesos y organizacio´n a nivel de directorios de la herramienta.
2.3.2. Ana´lisis de la herramienta
Dependencias
ngsCAT requiere un inte´rprete de Python 2 (ha sido testado en las versiones 2.6 y 2.7) y de
librer´ıas ampliamente utilizadas en el a´rea de la bioinforma´tica tales como:
Samtools es una suite de programas para el manejo de datos de secuenciacio´n. En concreto
permite leer, escribir, editar, indexar y visualizar los formatos que contienen informacio´n
de alineamientos SAM/BAM/CRAM. (32)
pysam es un mo´dulo Python que permite leer y manipular archivos SAM/BAM cuenta
con una gran cantidad de usuarios debido a que engloba a la herramienta Samtools.
Numpy, Scipy paquete fundamental para computacio´n cient´ıfica con Python y paquete
que provee de rutinas para integracio´n nume´rica, estad´ıstica...
Matplotlib forma parte del mismo ecosistema de las dependencias anteriores y permite la
creacio´n de figuras de alta calidad.
xlwt para la generacio´n de archivos en formato xls.
Flujo de ejecucio´n y estructura de ngsCAT
Para comprender la estructura de ngsCAT, primero, es necesario comprender el flujo de
trabajo de esta. ngsCAT parte de uno o dos ficheros de alineamiento de secuencia binario en
formato BAM (Binary Alignment/Map) (32) que contienen el resultado del alineamiento de las
secuencias o reads frente a un genoma de referencia y un archivo con formato BED (Browser
Extensible Data) https://www.ensembl.org/info/website/upload/bed.html que contendra´
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la localizacio´n en el genoma de las regiones de intere´s (regiones capturadas). El punto de entrada
del programa o main se situ´a en ngscat.py. Para comenzar, la herramienta comprueba si el for-
mato de los ficheros de entrada es el correcto y en caso positivo comienza con el ana´lisis. Como
se puede ver en la figura 2.13 la primera parte de los ca´lculos es la generacio´n de los datos de la
profundidad en las regiones de intere´s. Para ello, el archivo BAM es recorrido lectura por lectura
y calcula la cobertura y profundidad de las regiones de intere´s base a base nucleot´ıdica. Estos
resultados de profundidad se van escribiendo en un archivo de texto plano con un formato de-
terminado. Posteriormente se van ejecutando de una manera concurrente los diferentes mo´dulos
que calculara´n las diferentes me´tricas en te´rminos de sensibilidad, especificidad y uniformidad.
Cada una de los mo´dulos me´trica-informe toman los datos de profundidad anteriormente cal-
culados y generan resultados de diferente tipo como: variables que contienen informacio´n para
el informe final, archivos de regiones (ficheros en formato BED), tablas-resumen (archivos en
XLS) y las diferentes gra´ficas (archivos PNG). Finalmente, una vez que han finalizado todos los
procesos correspondientes a los diferentes mo´dulos, una plantilla HTML es utilizada para plas-
mar todos los resultados, generando por tanto un informe final que muestra de forma sencilla
la evaluacio´n del proceso de enriquecimiento (Figura 2.13)
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Figura 2.13: Flujo de trabajo de la herramienta ngsCAT. De entrada toma el archivo en formato BED
y BAM, posteriormente son calculadas las profundidades/coberturas y son almacenados en un archivo
en texto plano. A continuacio´n se lanzan concurrentemente todas las me´tricas que leera´n el archivo
de profundidades y generara´n los resultados. Cada mo´dulo me´trica-informe generara´ los resultados con
diferentes formatos, como variables, ima´genes, tablas o archivos de texto plano.
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Tras la entrada del BAM y el BED se calculan las profundidades en las regiones de intere´s.
En ngsCAT el proceso para calcular la profundidad en las diferentes regiones es bam.mycoverage.
Este proceso escribe los datos de profundidad en un archivo de texto plano llamado coverage co-
mo podemos ver en la figura 2.13. Posteriormente cada uno de los procesos(me´trica-informe) que
dependen de las profundidades, leen del dispositivo de almacenamiento y almacenan campos de
este archivo en memoria que cuando generan los resultados la liberan, as´ı continuamente, leyen-
do de disco y almacenando en memoria para su posterior liberacio´n. Como ya hemos comentado
en la parte de flujo ngsCAT, para aprovechar todos los recursos de los procesadores con varios
nu´cleos se ejecutan los diferentes mo´dulos (me´tricas-informes) de una manera concurrente. En
esta herramienta se recurre al uso de los sema´foros que son una primitiva de sincronizacio´n y
control de los procesos que ejecutan concurrentemente una seccio´n de co´digo. En este caso se
lanzan todos los procesos y se bloquean utilizando sema´foros y posteriormente el control de
los sema´foros va pasando por los diferentes mo´dulos(me´trica-informe). En ngsCAT el valor que
toma el sema´foro por defecto es 2 aunque es posible su cambio mediante el argumento –nthreads.
ngsCAT esta´ disen˜ado como un conjunto de clases con sus respectivos me´todos y una serie
de funciones que calculan y generan los resultados de las me´tricas. Para ello, ngsCAT cuenta
con cuatro clases localizadas en los scripts con su mismo nombre. Estas clases son:
bam file(): Es una clase heredada de la clase bam del paquete pysam, manteniendo por
tanto los me´todos de la clase padre y an˜adiendo me´todos necesarios para el ca´lculo de
me´tricas, generar gra´ficas o archivos en formato excel.
bed file(): La clase bed file implementa me´todos para la carga, comprobacio´n del formato
BED y la modificacio´n de estos).
bedgraph file() la clase BedGraph contiene me´todos para escribir y modificar archivos en
formato BedGraph. El formato BedGraph es similar al BED a diferencia que en la primera
linea tendremos una definicio´n de la pista.(https://genome.ucsc.edu/goldenpath/help/bedgraph.html)
region() permite manejar regiones cromoso´micas
ngsCAT se dispone organizado en una carpeta con los archivos de co´digo que componen
el programa y otros directorios que contendra´n la informacio´n necesaria para el correcto fun-
cionamiento de la herramienta. En la carpeta ra´ız se encuentran todos los archivos de co´digo,
tanto el punto de entrada (archivo ngscat.py) como cada una de las me´tricas, que en este caso
corresponde a cada proceso que lanza el programa concurrentemente. Por otro lado tenemos
la carpeta html que contiene la plantilla que se usara´ para generar el informe final, y otras
plantillas que sera´n utilizadas para integrar las me´tricas opcionales. Para generar el informe
final tambie´n es necesaria la carpeta img que incluye los iconos e ima´genes que sera´n empleados
para generarlo (Figura 2.14).
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Figura 2.14: Organizacio´n de directorio ngsCAT. En cada uno de los scripts se encuentra el co´digo
para el ca´lculo y la generacio´n de los resultados de la me´trica.
Limitaciones de ngsCAT
El objetivo principal de este trabajo es mejorar la funcionalidad de la herramienta facilitar
su uso y desarrollo futuro y mejorar la integracio´n en otras herramientas de control de calidad.
En ngsCAT existen ciertos aspectos que dificultan estas tareas. En esta seccio´n veremos las
principales caracter´ısticas que limitan el fa´cil desarrollo de la herramienta as´ı como factores
limitantes en te´rminos de uso.
Mecanismo de lectura de datos
Como ya se ha descrito, la profundidad por base de cada una de las regiones de intere´s
son almacenadas en un archivo de texto plano. Este archivo sera´ le´ıdo y recorrido tantas
veces como me´tricas que dependan de los datos de profundidad haya (Figura 2.13). Este
mecanismo puede ser un factor limitante, ya que a medida que aumente el nu´mero de
me´tricas aumentara´ el nu´mero de veces que se tienen que realizar operaciones de lectura
del archivo donde se almacena la informacio´n de las profundidades en las regiones de
intere´s. Adema´s este mecanismo genera co´digo redundante, ya que en cada mo´dulo de
me´trica es necesario programar la lectura de este archivo.
Control de concurrencia
La forma de control de concurrencia, donde todos los procesos son lanzados en conjunto y
posteriormente bloqueados por sema´foros cuyo control esta´ distribuido en varios mo´dulos
(donde se calcula la me´trica y se generan los resultados), dificulta la ampliacio´n del co´digo.
Los sema´foros son primitivas para la sincronizacio´n de bajo nivel que solucionan los pro-
blemas de comparticio´n de recursos que presenta la concurrencia, sin embargo para su
correcto funcionamiento es necesario que la gestio´n de este se distribuya por todo el co´di-
go.
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Dado el nu´mero de me´tricas que presenta la herramienta , cuando se utilizan los sema´foros
es complejo conocer cuantos procesos se ejecutan de una manera concurrente y cambiar
el nu´mero de procesos que se ejecutan a la vez requiere modificar diferentes partes del
co´digo de todos los mo´dulos, ya que como hemos comentado el control de estos sema´foros
esta´ distribuido en cada una de las me´tricas. Adema´s complica enormemente la adicio´n
de nuevas me´tricas, ya que el desarrollador tiene que realizar un seguimiento del control
de los sema´foros en los dema´s mo´dulos.
Estructura poco flexible
Como ya hemos visto, en la estructura actual los ca´lculos, la generacio´n de las gra´ficas
y la generacio´n del informe HTML se realiza de una forma conjunta (monol´ıtica) y no
modularizada en profundidad. Esto limita la flexibilidad del programa, ya que obliga al
desarrollador a identificar y modificar gran parte del co´digo para, por ejemplo, generar un
informe conjunto con los resultados de las me´tricas en formato JSON en vez de en HTML.
Este problema lo podemos visualizar dando el ejemplo de la me´trica de la cobertura
por cromosoma. En este caso, una u´nica funcio´n llamada print coverage en el archivo
coverage target.py calcula los puntos a representar, genera las gra´ficas y adema´s genera
un archivo de texto plano en formato txt con las regiones de intere´s no cubiertas.
Dependencias
Aunque Python2.7 es una versio´n muy utilizada por la comunidad de desarrolladores, va
a dejar de estar mantenida a partir de Enero del an˜o 2020 https://www.python.org/
dev/peps/pep-0373/ y no habra´ una versio´n 2.8 https://www.python.org/dev/peps/
pep-0404/. Por otro lado algunas dependencias no esta´n actualizadas como por ejemplo
pysam que utiliza la versio´n 0.7, cuyas clases y me´todos no son totalmente compatibles
con las versiones actuales (v0.15).
Gra´ficas esta´ticas
Las gra´ficas generadas en el informe dan una idea global del resultado de cada me´trica
pero no proporcionan informacio´n detallada. Por ejemplo, no es posible conocer el valor
exacto que se ha tomado para generar la gra´fica, obligando al usuario a acceder a las
tablas-resumen de cada me´trica.
A pesar del correcto funcionamiento y gran versatilidad de la herramienta, el uso de tecno-
log´ıas como Python 2, gra´ficas no interactivas, el complejo mecanismo de concurrencia y una
estructura no modularizada limitan en cierto modo su uso y sobretodo su desarrollo futuro.
Este trabajo fin de ma´ster esta´ enfocado no solo a mejorar la funcionalidad de ngsCAT, si no
a permitir una mayor facilidad de uso y desarrollo. Para ello, se ha creado una nueva versio´n
llamada ngsCAT2, cuyos detalles veremos en el siguiente cap´ıtulo. (Cap´ıtulo 3)
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ngsCAT2: Sistema, disen˜o y desarrollo
3.1. Introduccio´n
Considerando los objetivos de este trabajo, en concreto, la adicio´n de la nueva funcionalidad,
la mejora del apartado gra´fico, la mejora en la instalacio´n y la actualizacio´n de la tecnolog´ıa,
la base del co´digo de la herramienta ngsCAT2 se ha planteado como una evolucio´n de la herra-
mienta anterior. Tras el ana´lisis de ngsCAT pudimos observar caracter´ısticas limitantes como:
la falta de modularidad, el disen˜o del mecanismo de concurrencia distribuido y el gran acopla-
miento del co´digo. Todas estas caracter´ısticas hacen de ngsCAT una herramienta compleja de
desarrollar lo cual dificulta la ejecucio´n de los objetivos propuestos en este trabajo. Por ello,
antes de la aplicacio´n de los objetivos se han aplicado te´cnicas de refactorizacio´n que nos han
permitido estructurar e independizar las distintas funciones facilitando la adicio´n de nuevas
me´tricas, la generacio´n de salidas en otros formatos y la adicio´n de gra´ficas interactivas.
A continuacio´n vamos a realizar un recorrido sobre el nuevo disen˜o, implementacio´n y la
adicio´n de nuevas funcionalidades en ngsCAT2.
3.2. Refactorizacio´n
Como se ha comentado en la introduccio´n de este cap´ıtulo el proceso utilizado para sol-
ventar los problemas de disen˜o de ngsCAT es la refactorizacio´n. La refactorizacio´n (del ingle´s
refactoring) es una te´cnica de la ingenier´ıa de software que se puede definir como el proceso de
cambiar un software de forma que no altera el comportamiento externo pero mejora la estruc-
tura interna. Esta mejora hace el software ma´s fa´cil de comprender, facilita el control de errores
(bugs) y permite el desarrollo de la aplicacio´n utilizando menos tiempo y esfuerzo (33). El nuevo
disen˜o de la herramienta se ha basado principalmente en los principios de disen˜o de separacio´n
de intereses (concerns), de responsabilidad u´nica y en la bu´squeda de una simplificacio´n del
mecanismo de concurrencia.
En el principio de responsabilidad u´nica se establece que cada mo´dulo o clase debe tener
una u´nica responsabilidad en la funcionalidad del software, y toda la responsabilidad debe
estar encapsulada en la clase. El otro principio llamado principio de separacio´n de intereses
es un principio de disen˜o que establece la separacio´n de un programa informa´tico en secciones
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distintas, en la cual cada seccio´n desarrolla una funcio´n determinada e independientemente de
las dema´s, ya que uno de los objetivos de este principio es la eliminacio´n de interrelaciones entre
secciones cuyo objetivo no es el mismo. Ambos principios han sido aplicados en el proceso de
refactorizacio´n para reducir el acoplamiento (interdependencias) y mejorar la cohesio´n de los
mo´dulos del programa, permitiendo an˜adir nuevas me´tricas y nuevos formatos de salida de una
manera ma´s ra´pida y sencilla.
3.3. Disen˜o e implementacio´n
Analizaremos en primer lugar de una forma general el disen˜o en el que se ha basado la nueva
versio´n de la herramienta para posteriormente explicar con ma´s detalle cada una de las partes
donde se han realizado cambios, la justificacio´n de ellos y algunos ejemplos de implementacio´n.
Si comenzamos con el flujo normal de la herramienta, una de las limitaciones de ngsCAT
(seccio´n 2.3.2) es la falta de escalabilidad provocada por la lectura repetida del archivo que
contienen las profundidades. Para solucionarlo, en ngsCAT2, se realizado un cambio en el disen˜o
del flujo de los datos donde el archivo de las profundidades pasa a ser cargado en memoria.
Por otro lado, ngsCAT presentaba una falta de modularidad ya que cada uno de los mo´dulos
de programacio´n calculaban la me´trica y generaban directamente los resultados en diferentes
formato. En ngsCAT2 gracias a las aplicacio´n de te´cnicas de refactorizacio´n se ha realizado una
separacio´n entre el ca´lculo de las me´tricas y la generacio´n de los resultados. Esta separacio´n de
las me´tricas y la generacio´n de los informes (resultados), como veremos ma´s adelante, permite
la reutilizacio´n del co´digo que realiza los ca´lculos de las me´tricas para, por ejemplo, generar
informes con diferente formato, como un nuevo informe con formato JSON. Aprovechando la
separacio´n del ca´lculo de las me´tricas y la generacio´n de los resultados, se ha disen˜ado una
estructura de generadores de informes, gracias a la cual, ha sido posible la adicio´n de nuevos
formatos de informe sin la necesidad de modificar diferentes partes del co´digo.
Por otra parte, en ngsCAT2 se ha introducido un nuevo disen˜o de paralelizacio´n o concurren-
cia de las me´tricas. Este nuevo disen˜o basado en pooling de procesos (podriamos denominarlo
como reservorio de procesos), evita la utilizacio´n de sistemas de sincronizacio´n de bajo nivel
como los sema´foros para la gestio´n de los procesos, que como ya hemos comentado en la seccio´n
de limitaciones (seccio´n 2.3.2) dificulta la adicio´n de nuevas me´tricas.
Finalmente dada la separacio´n entre me´trica y generadores de informe, para la sincronizacio´n
de ambos se ha optado por el uso de un principio de disen˜o llamado patro´n observador, que
permite ejecutar a los generadores de informes una vez que haya finalizado el ca´lculo de la
me´trica correspondiente.
Una vez comentadas las principales caracter´ısticas del nuevo disen˜o vamos a describir en
profundidad cada uno de los cambios.
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Figura 3.1: Disen˜o del flujo de la herramienta ngsCAT2. Para comenzar se toman los archivos de
alineamientos y de regiones de intere´s (archivos BAM y BED respectivamente). Esta entrada se realiza
a partir del script principal, llamado main.py. Posteriormente al igual que en ngsCAT se realiza el
ca´lculo de los datos de profundidad. A diferencia de ngsCAT, estos datos son almacenados en la memoria
RAM en la nueva versio´n de la herramienta. Posteriormente son an˜adidas a la cola de tareas del pool de
procesos todas las me´tricas a calcular. Estas me´tricas sera´n sacadas de la cola y calculadas en los procesos
disponibles del pool (fondo en color verde). Tras finalizar el ca´lculo de cada me´trica son ejecutados los
generadores de seccio´n asociados a ellas. Como podemos observar cada color corresponde con un formato
de informe: azul en formato HTML, verde en formato JSON, y gris formato x (cualquier formato) ya que
para generar informes en otro formato se debe de seguir la misma estructura. Finalmente las secciones
generadas de cada uno de los formatos son an˜adidos a los generadores de informe finales (Formato x
Reporter) que las unen y conforman los informes finales)
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3.3.1. Disen˜o de flujo de datos
Para solucionar la limitacio´n de escalabilidad presente en ngsCAT que es producida por la
lectura del archivo de profundidades coverage por cada me´trica (seccio´n 2.3.2) se han barajado
dos posibles aproximaciones: La primera de ellas es la estrategia de procesamiento en flujo
o streaming, en esta estrategia se toma el archivo (en este caso el archivo que contiene las
profundidades) y se va leyendo en bloques. Los bloques de datos se van pasando a las diferentes
me´tricas que con estos datos realizan los calculan y posteriormente los bloques se desechan.
La principal ventaja de esta estrategia es el bajo requerimiento de memoria RAM, ya que el
archivo coverage no es cargado completamente en esta. Sin embargo, complica notablemente
la adicio´n de nuevas me´tricas por parte de los desarrolladores, ya que es necesario coordinar
todas las me´tricas para que vayan realizando los ca´lculos correspondientes a medida que se va
recorriendo el archivo coverage. La otra aproximacio´n es la lectura del archivo completo y la
carga de e´ste en la memoria RAM. La principal ventaja de esta alternativa es que simplifica
el acceso a los datos de profundidad por cada una de las me´tricas. Por otro lado la mayor
desventaja a la que nos enfrentamos es un aumento del consumo de la memoria RAM.
Finalmente y aunque las dos opciones solventan el problema presente en ngsCAT ya que
el archivo solo se lee una u´nica vez, para el desarrollo de la herramienta se ha optado por la
segunda opcio´n, es decir, la carga completa en memoria RAM de los datos de profundidad.
La base de esta decisio´n es que esta estrategia es ma´s sencilla de implementar que facilitara´ el
posterior desarrollo de la herramienta. Su principal desventaja que es el consumo de RAM no
va a ser limitante puesto que el taman˜o de los datos de profundidad de un exoma humano tiene
un acotamiento aproximado de 8Gb. Esto es debido a que el nu´mero de bases de un exoma
humano esta´ determinado y que la forma de almacenar la informacio´n de profundidad en la
memoria RAM donde unicamente se indica la la profundidad por cada base cubierta.
3.3.2. Disen˜o de la concurrencia
Al igual que en la herramienta anterior, en ngsCAT2 se lanzan concurrentemente los mo´dulos
que calculan las me´tricas. El control de la concurrencia mediante sema´foros de la herramienta
ngsCAT, como hemos visto en la seccio´n 2.3, dificultaba la adicio´n de nuevas me´tricas ya que el
control de los procesos se encontraba disperso entre los diferentes mo´dulos. En ngsCAT2 para
simplificar el control de la concurrencia y concretamente para permitir un control ma´s localizado
y fa´cil de entender se ha optado por el uso de un pool de procesos.
El pool de procesos es un mecanismo de control de concurrencia de alto nivel donde se indica
el nu´mero total de procesos o (procesos trabajadores) que se pueden ejecutar de una manera
concurrente. A este pool se le indican las tareas que deseamos correr concurrentemente y se
an˜aden a una cola de trabajos. En ngsCAT2 las tareas se corresponden con cada una de las
me´tricas (el ca´lculo de ellas). Tras esto, desde un punto de vista abstracto se puede decir que el
mecanismo de pool gestiona automa´ticamente la eliminacio´n de la me´trica de la cola, la reserva
del proceso necesario para su ejecucio´n, el lanzamiento de la tarea (me´trica) y la posterior
liberacio´n del proceso una vez la tarea haya finalizado.
Este pool de procesos esta´ representado en la figura 3.1 por una caja con diferentes zonas,
que sera´n los procesos trabajadores. Arriba del conjunto de procesos encontramos las me´tricas
a ejecutar que se encuentran en cola, esperando a ser tomadas por alguno de los procesos
libres. En el ejemplo, el pool de procesos cuenta con cinco procesos, es decir que nunca se van
a realizar el ca´lculo de ma´s de cinco me´tricas concurrentemente. El color rojo indica que ese
proceso se encuentra ocupado por una de las me´tricas (en ejecucio´n) y en verde los procesos
que se encuentran libres.
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Como acabamos de ver, la simplicidad que proporciona este mecanismo de alto nivel donde
el control de todos los procesos se realiza en un u´nico punto y cuya gestio´n se realiza automa´ti-
camente permite un fa´cil desarrollo de nuevas me´tricas ya que no es necesario la comprensio´n
del complejo mecanismo de sema´foros de la herramienta anterior, ni la modificacio´n de diferen-
tes mo´dulos por parte del desarrollador. El desarrollador que desee correr una nueva me´trica,
u´nicamente se tiene que preocupar en indicarle al pool cua´l es la funcio´n que debe de ejecutar.
Para la implementacio´n de este mecanismo en ngsCAT2 se ha hecho uso de la librer´ıa
multiprocessing. En concreto el me´todo utilizado para ello es pool.apply async. Adema´s con
el objetivo de aprovechar al ma´ximo la CPU el nu´mero de trabajadores por defecto se ha
establecido como el nu´mero total de nu´cleos del procesador -1, lo cual deja un nu´cleo libre para
el funcionamiento normal del sistema operativo.
3.3.3. Generadores de informes
Otro de los grandes cambios realizados en ngsCAT2 es el nuevo disen˜o de los generadores de
informes. Como vimos, en la seccio´n de limitaciones (seccio´n 2.3.2) en ngsCAT cada uno de los
mo´dulos de me´trica generaba directamente las salidas en los diferentes formatos y la generacio´n
del informe HTML se realizaba de una manera conjunta. Esta estructura se salta el principio de
disen˜o de separacio´n de intereses y entorpece al desarrollador tareas como la adicio´n de nuevas
me´tricas o la generacio´n de informes en otro formato. Por ello, en ngsCAT2 aprovechando el
nuevo disen˜o de informe dividido en secciones y a la separacio´n entre me´tricas y generacio´n de
los resultados se ha creado una estructura jerarquizada de los generadores de informes.
La unidad mı´nima es el generador de informe de seccio´n representado como (Formato)Section
en la Figura 3.2, que no es ma´s que una clase que toma los datos generados por una me´trica
determinada y los utiliza para generar la seccio´n correspondiente dentro del informe final. Como
la informacio´n generada por cada me´trica se puede representar en diferentes formatos, cada
me´trica tendra´ asociado un conjunto de generadores de informe de seccio´n segu´n el formato
de las salidas que generen. Subiendo un paso ma´s arriba en la jerarqu´ıa, encontramos a los
generadores de informe de cada tipo de salida representados como (Formato)Reporter. Los
generadores de informe (Formato)Reporter contendra´n a todos los generadores de seccio´n del
mismo formato para, con ello, conformar el informe final. Finalmente subiendo un escalo´n en la
jerarqu´ıa tenemos la clase que agrupa a todos los generadores de informes finales representado
por Reporter. La clase Reporter se ha creado para lanzar co´modamente a todos los dema´s
generadores de informes finales.
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Figura 3.2: Gra´fica del disen˜o de los generadores de informes. De arriba a abajo, tenemos una clase
generadora global (Reporter) que agrupa a todos los generadores de informes de cada formato (HtmlRe-
porter,JsonReporter,XlsReporter...). Donde cada uno de ellos esta´ compuesto por generadores de seccio´n
del formato correspondiente. En este caso el generador de informe HTML esta´ compuesto por todas las
secciones de Html HtmlSection asociados a las me´tricas (Metric).
3.3.4. Patro´n Observador para los informes
Como hemos visto, todos los generadores de seccio´n asociados las me´tricas toman los datos
que calcula la me´trica, los procesan y lo an˜aden al generador de informe final correspondiente.
Para realizar esta tarea es necesaria una sincronizacio´n entre la finalizacio´n del ca´lculo de las
me´tricas y la generacio´n de las secciones asociadas, ya que no se pueden generar las secciones sin
los datos calculados por las me´tricas. Para solucionar esto se ha aplicado un patro´n observador,
cuya intencio´n es definir las dependencias entre objetos para que, en el momento que un objeto
cambie, el otro sea notificado.
Este patro´n observador sigue el esquema presente en la figura 3.3 donde tenemos un sujeto
que en nuestro caso son las diferentes me´tricas y posteriormente todos los observadores concretos
que sera´n los generadores de seccio´n asociados a la me´trica. Como vemos la conexio´n entre
observador concreto (generadores de seccio´n) y sujeto no se realiza directamente. En medio de
ellos existe la clase Observadora, que es la que se encarga de lanzar a todos los observadores
concretos.
En ngsCAT2 usando el mismo esquema, todos los generadores de seccio´n (Observador-
Concreto) asociados a una me´trica son englobados en una clase llamada CompoundReporter
(Observador). Para poder realizar esto, el conjunto de generadores de seccio´n de cada me´trica
se han disen˜ado para que tomen la misma entrada (la salida de la me´trica) y se ejecuten con
el mismo me´todo, para as´ı poder ser llamados de una forma conjunta. Al disen˜o anterior, en
te´rminos te´cnicos, se le denomina interfaz. Esta idea tambie´n se encuentra representada en la
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parte de abajo de la figura 3.1 por una linea de puntos que engloba a los generadores de seccio´n
asociados con la me´trica 1.
En ngsCAT2 se ha implementado este patro´n haciendo uso de devolucio´n de llamada o
callbacks proporcionados por la librer´ıa multiprocessing. A estos callbacks se les pasa como
argumento la funcio´n que deben de ejecutar tras la finalizacio´n del ca´lculo de cada una de las
me´tricas, que en el caso de ngsCAT2 es la generacio´n del informe de seccio´n determinado. Esto
permite que se genere cada seccio´n de los informes conforme finalice el ca´lculo de cada me´trica
sin ma´s intervencio´n, evitando as´ı, agregar puntos de sincronizacio´n expl´ıcitos, que complicar´ıan
el flujo y posiblemente entorpecer´ıan el paralelismo. Adema´s permite el desacople entre me´tricas
e informes, ya que el co´digo de las me´tricas no tiene por que´ estar relacionado directamente con
los generadores de informes.
Figura 3.3: Estructura de patro´n de disen˜o observador
En definitiva, en esta seccio´n hemos explicado como, partiendo de la herramienta ngsCAT,
en la cual hab´ıamos detectado una alta interdependencia del co´digo que dificultaba el desarrollo
evolutivo, y aplicando te´cnicas orientadas a la refactorizacio´n destinadas a reducir el acopla-
miento y a aumentar la cohesio´n, hemos obtenido una herramienta con la misma funcionalidad
pero una mejor estructura. Esta mejora en la estructura facilita la mejora continua de la he-
rramienta, como por ejemplo, la introduccio´n de nuevas me´tricas sin la necesidad de modificar
co´digo de otras me´tricas o informes ni tampoco modificar la gestio´n de la concurrencia o an˜adir
informes en otros formatos de salida sin la necesidad de modificar el co´digo de cada una de las
me´tricas.
A pesar de que han consumido la mayor´ıa del tiempo de este trabajo y que no eran necesarias
para el funcionamiento de la herramienta, todas estas mejoras de disen˜o se han considerado
necesarias no solo por que han permitido la inclusio´n de las nuevas funcionalidades propuestas
en este trabajo sin la necesidad de modificar el co´digo original, si no porque se ha considerado
que esta nueva estructura permitira´ un desarrollo ma´s ra´pido y simple de la herramienta por
parte de desarrolladores externos, garantizando as´ı la continuidad de esta.
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3.3.5. Otras cuestiones de implementacio´n
Con el objetivo de atraer al ma´ximo nu´mero de desarrolladores y de prolongar la vida u´til de
la herramienta, para la implementacio´n del disen˜o comentado se ha utilizado Python 3. Python
3 es la revisio´n ma´s reciente de Python y la que continuara´ manteniendo el lenguaje ya que
como se ha comentado anteriormente Python 2 va a dejar de estar mantenida a partir de 2020.
Adema´s se han actualizado las dependencias a las u´ltimas versiones disponibles.
Adema´s de las clases destinadas para el ca´lculo de me´tricas y las que conforman la estructura
de generadores de informes, para el funcionamiento de ngsCAT2 la herramienta cuenta con un
conjunto de clases transversales que son usadas como base por el resto del co´digo. Estas clases
transversales son:
Bam file: Al igual que en ngsCAT, se trata de una clase heredada de la dependencia
pysam que nos permitira´ realizar ca´lculos tomando como entrada los ficheros de alinea-
mientos (BAM) y de regiones de intere´s en formato BED
Bed file: Esta clase toma el archivo en formato BED y contiene me´todos para su lectura
y chequeo.
Coverage file: Clase implementada en esta nueva versio´n, con el objetivo de facilitar
el acceso a los datos de profundidad. Adema´s contiene me´todos que permiten iterar y
obtener datos contenidos en el objeto, permitiendo encapsular y jerarquizar todos los
datos de profundidad que en ngsCAT se escrib´ıan en el archivo coverage para su uso.
Agrupa a un conjunto de objetos de la siguiente clase:
• Chromosome: Clase generada para almacenar todas las regiones que contiene un
cromosoma. Habra´ tantos objetos Chromosome como cromosomas en nuestro fichero
de regiones de intere´s (formato BED). A su vez cada uno de los objetos de esta clase
estara´ compuesto por un conjunto de objetos de tipo Region.
◦ Region: Clase que tiene como atributos las especificaciones de la regio´n. Estos
atributos son el inicio y fin de la regio´n en el cromosoma, la profundidad por base
de la regio´n, la media de estas y la desviacio´n esta´ndar. Habra´ tantos objetos
como regiones haya dentro del cromosoma.
A nivel de directorios ngsCAT2 esta´ organizado de una manera completamente diferente a la
versio´n anterior. Partimos desde la carpeta ra´ız del programa (Figura 3.4), donde encontraremos
un mo´dulo llamado setup.py que contendra´ el co´digo necesario para la instalacio´n del paquete.
Adema´s tenemos un conjunto de ficheros como MANIFEST.in que le indica a setup.py donde
esta´n los archivos necesarios, README.md contiene las instrucciones para instalar el paquete
y un archivo de texto plano llamado requirements.txt donde tenemos un resumen de todas las
dependencias que tiene el programa.
La carpeta ngscat2 contiene todo el co´digo e informacio´n de la que se compone el programa.
Dentro del directorio ngscat2 tenemos un par de ficheros y un conjunto de carpetas. Los ficheros
son main.py, nuestro punto de entrada del programa y el que lanza todas las tareas y config.json
en el cual esta´n indicados argumentos para ajustar los umbrales que toman las me´tricas o
modificar la representacio´n de las salidas (figura 3.4).
Por otro lado los mo´dulos o directorios html e img contienen las plantillas en formato
HTML usadas para generar el informe final y las ima´genes necesarias para la generacio´n de este
respectivamente.
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En el mo´dulo (directorio) misc tenemos un conjunto de scripts que contienen las clases
transversales (Bam file, Bed file, Coverage file, Chromosome, Region) las cuales se han indicado
anteriormente.
Posteriormente cada uno de las me´tricas y generadores de informes se encuentran en el
directorio modules. Dentro de este encontramos el directorio metric que contendra´ el co´digo
que calcula las diferentes me´tricas y la carpeta report que contiene a todos los generadores de
informes.
La carpeta metric esta´ compuesta de otros directorios o mo´dulos con el nombre de la me´trica
correspondiente. Dentro de cada uno de estos directorios se encuentra un script llamado me-
tric.py que contiene la clase con los me´todos necesarios para calcular la me´trica correspondiente
como podemos ver en la zona central de la figura 3.4.
Por otro lado en la carpeta report como vemos en la figura 3.4 tenemos ordenados por tipo
de formato los diferentes generadores de informes. Dentro de cada formato de informe tenemos
las carpetas con el nombre de las me´tricas asociadas, que a su vez contendra´n el script report.py
que contiene el generador de seccio´n de informe de la me´trica correspondiente (indicado en el
nombre del directorio).
Asi pues cada me´trica tendra´ una carpeta dentro del directorio metrics y un script llamado
metric.py donde estara´ el co´digo de ella, por ejemplo la me´trica de ca´lculo de la distribucio´n
(depth distribution). Posteriormente en la carpeta report, si se ha determinado que los resultados
de la me´trica se generen en formato HTML, dentro de la carpeta html habra´ un carpeta con el
nombre de la me´trica. Y en ella tendremos un script llamado report.py que contiene el co´digo
necesario para generar la seccio´n del informe de la me´trica de distribuciones en el formato
indicado. Si los datos calculados son representados con otro formato, encontraremos dentro de
las carpetas de formato una carpeta con el nombre de la misma me´trica que contendra´ el co´digo
para generar la seccio´n en otro tipo de formato.
Figura 3.4: Esquema de organizacio´n de los directorios de ngsCAT2. A la izquierda vemos la carpeta
ra´ız de la herramienta, en el centro vemos los mo´dulos dentro de modules metrics, cada una carpeta se
corresponde con un mo´dulo me´trica. A la derecha vemos el contenido de la carpeta report que contiene,
organizado por tipo, a todos los mo´dulos que generan las diferentes secciones.
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3.4. Nueva funcionalidad, mejoras adicionales de la herramienta
En esta seccio´n, veremos las nuevas funcionalidades an˜adidas, los cambios realizados en las
me´tricas ya existentes y otras caracter´ısticas de esta versio´n.
3.4.1. Anotacio´n de regiones
En esta nueva versio´n se ha an˜adido una nueva funcionalidad que nos permite anotar todas
las regiones presentes en los archivos .bed de salida, ahorrando al usuario de la herramienta la
anotacio´n de forma manual de cada uno de ellos. Esta funcio´n nos permite conocer, por ejemplo,
que´ genes se encuentran en nuestras regiones de intere´s sin cobertura e incluso en que´ zonas
de los respectivos genes se localizan (figura 3.5). Adema´s de la anotacio´n de las regiones sin
cobertura tambie´n son anotadas las regiones de intere´s cubiertas, en ese caso, en el archivo en
formato BED de salida esta´ representado la regio´n cromoso´mica, la profundidad y a que´ gen y
zona pertenecen. Estas zonas pueden ser regiones exo´nicas, intro´nicas o regiones UTR 5/3’ como
podemos ver en la figura 3.6. Para la anotacio´n de las regiones es necesario indicarle al programa
un archivo en formato BED con regiones cromoso´micas previamente anotadas, este archivo tiene
que tener un formato determinado (Figura 3.7). A parte del exoma humano anotado, ngsCAT2
permite el uso de archivos BED de anotaciones de otros organismos o ensamblados. Finalmente,
la me´trica de anotacio´n se trata de una me´trica opcional y para el correcto funcionamiento de
ella es necesario tener instalada la dependencia BEDOPS (34).
Figura 3.5: Ejemplo salida de regiones sin cobertura anotadas (NoCoverage.txt)
Figura 3.6: Ejemplo de salida en formato BED con regiones cubiertas anotadas
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Figura 3.7: Formato archivo entrada para la anotacio´n de las regiones.
3.4.2. Figuras generadas por ngsCAT2
En ngsCAT una de las limitaciones en te´rminos de usabilidad era la falta de informacio´n que
proporcionaban las gra´ficas generadas en el informe (ve´ase seccio´n 2.3.2). En ngsCAT2 para
solucionar la limitacio´n de las gra´ficas esta´ticas, se ha recurrido al uso de la librer´ıa Plotly.
Plotly (12) es una librer´ıa cuya funcio´n es la creacio´n de gra´ficos interactivos. La librer´ıa
esta´ disponible en Python pero tambie´n en diversidad de lenguajes como Javascript, MATLAB,
Perl y R. Esta diversidad nos ayuda a atraer a desarrolladores, en concreto a aquellos que se
dedican al ana´lisis de datos. Pero la principal ventaja de la adicio´n de las gra´ficas interactivas
es que permite al usuario una visualizacio´n de los valores exactos resultados de cada me´trica.
Adema´s se puede mostrar informacio´n adicional como podemos ver en ejemplo de la figura 3.8.
En ella podemos ver el tooltip o desplegable que aparece si posicionas el cursor encima de uno
de los puntos, adema´s se puede visualizar informacio´n sobre las regiones que componen ese
punto como: su localizacio´n geno´mica de inicio y de fin, la media de la profundidad de las bases
que componen a esa regio´n y su desviacio´n esta´ndar. En la figura 3.9 podemos ver las gra´ficas
generadas por ngsCAT2 frente a ngsCAT del mismo experimento de secuenciacio´n.
Figura 3.8: Ejemplo de gra´fico interactivo proporcionado por ngsCAT2. En concreto una de las gra´ficas
de la me´trica de uniformidad de profundidad por cromosoma. Adema´s se han introducido dos archivos
de alineamiento (BAM). La interactividad permite ver la informacio´n de cada punto y adema´s comparar
el resultado de ambos experimentos
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Figura 3.9: Comparacio´n gra´ficas de profundidad por posicio´n. a) Gra´fica de profundidades del cro-
mosoma 2 generada por ngsCAT2. b) Gra´fica de profundidades del cromosoma 2 generada por ngsCAT,
donde podemos observar las regiones contenidas en el punto representado y sus respectivas medias y
desviaciones esta´ndar.
3.4.3. Nuevos archivos generados por la herramienta
Por otro lado, aprovechando la nueva estructura de generadores de informes, se han an˜adido
nuevos archivos de salida en formato JSON (JavaScript Object Notation, notacio´n de objeto
de javascript) https://www.json.org que es un formato de texto ligero disen˜ado para el inter-
cambio de datos. Adema´s es totalmente independiente del lenguaje, aunque usa convenciones
que son familiares para los programadores. Estas propiedades hacen al JSON un formato ideal
para el intercambio de datos y su utilizacio´n en esta herramienta permitira´ a los desarrolladores
el uso de los resultados de ella para su inclusio´n en otro tipo de herramientas.
En ngsCAT2 se genera un archivo JSON por cada me´trica que tenga como salida una tabla.
Estos archivos JSON contienen todos los datos generados por la me´trica, la informacio´n de los
archivos de entrada, los para´metros utilizados y si los resultados se encuentran dentro de los
umbrales definidos por el usuario (”status”). Un ejemplo de esta salida podemos verla en la
figura 3.10, en concreto se trata de la me´trica calculada por reads on target.
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Figura 3.10: En esta salida esta´n representados los resultados generados por la me´trica, como por
ejemplo: el enriquecimiento obtenido ”enrichment”, el nu´mero de lecturas que cubren las regiones de
intere´s ”onread”, tambie´n contiene informacio´n a nivel de cromosomas como el nu´mero de lecturas que
cubren las regiones de intere´s ’onperchr’...
Una de las utilidades de estos JSON puede ser la integracio´n de los resultados en software
que englobe resultados de herramientas bioinforma´ticas. Uno de ellos es MultiQC (35) que es
una herramienta que a partir de los resultados de diversas herramientas bioinforma´ticas de
ana´lisis de calidad (FASTQC, fastp, picard tools) permite generar un solo informe conjunto de
control de calidad.
3.4.4. Control de versiones, GitHub
En el desarrollo de este proyecto se ha utilizado un sistema de control de versiones distri-
buido (DCVS) que permite a los desarrolladores trabajar de una manera distribuida y eficiente
en el mismo proyecto de desarrollo de software. De todos los DCVS disponibles se ha optado
por Git que es el sistema de control de versiones moderno ma´s usado en el mundo. Para que
el proyecto sea visible a la comunidad de desarrolladores se ha utilizado el servicio facilitado
por la plataforma GitHub, que cuenta con ma´s de 31 millones de usuarios y aproximadamen-
te 100 millones de repositorios https://github.com/about. Gracias a esta plataforma cual-
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quier usuario o desarrollador puede descargarse la herramienta ngsCAT2 completa para su uso.
Adema´s esto permite un desarrollo colaborativo, donde los usuarios pueden clonar la herramien-
ta y hacer sus propios desarrollos en diferentes ramas con la posibilidad de luego incorporarlos
al proyecto. El repositorio creado en GitHub se puede acceder mediante el siguiente enlace
https://github.com/babelomics/ngscat2.
3.4.5. Creacio´n de paquete Python
En todo tipo de Software el proceso de instalacio´n es un paso importante que afectara´ a la
cantidad de usuarios de la herramienta. Por ello y con el objetivo de aumentar el uso por parte
de usuarios no expertos se ha generado un paquete de Python, instalable mediante el sistema
de gestio´n de paquetes pip. El paquete de Python contiene toda la informacio´n y permite la
instalacio´n automa´tica de las dependencias de Python necesarias para el correcto funcionamiento
de la herramienta. Adema´s permite a los desarrolladores importar esta herramienta como mo´dulo
para su inclusio´n en nuevos proyectos. ve´ase Manual de utilizacio´n A.
3.4.6. Otras consideraciones
A continuacio´n describimos otras consideraciones importantes en la implementacio´n de ngs-
CAT2.
Cambio Formato Archivo de Configuracio´n
En ngsCAT los argumentos para la personalizacio´n del ana´lisis se encuentran en el archivo
congig.py, en cambio en ngsCAT2, pensando en su implementacio´n en otras herramientas este
archivo de configuracio´n ha pasado a ser un archivo en formato JSON llamado config.json.
Correccio´n de errores o bugs
Gracias a el profundo proceso de refactorizacio´n de la herramienta ngsCAT se ha detectado
un error en una me´trica perteneciente a la seccio´n de especificidad. En concreto e´ste se ha
detectado en la me´trica que aporta el nu´mero de lecturas duplicadas tanto dentro como fuera
de las regiones de intere´s (duplicates on/off target). El error provocaba que no se sumaran
las lecturas que aparecen mayores o iguales al u´ltimo valor definido por el usuario, y ha sido
arreglado en esta versio´n.
Modificacio´n me´tricas
Posteriormente en la seccio´n de uniformidad se ha an˜adido un nuevo argumento que permite
modificar el numero de cajas o bins para representar el histograma. El argumento es distribu-
tionbins modificable en el archivo de configuracio´n config.json.
Uno de los cambios ma´s significativos, aprovechando la refactorizacio´n y la adicio´n de gra´fi-
cas interactivas, ha sido realizado en la me´trica de uniformidad que mide la profundidad por
posicio´n (coverage per position). En esta me´trica, se toma la lista concatenada de la profundidad
por base en las regiones de intere´s y se realiza un agrupamiento de estos para poder represen-
tarlos y dar una idea de la cobertura a lo largo del cromosoma. En la herramienta anterior se
establec´ıa automa´ticamente el nu´mero de bases que conformaban cada uno de los puntos repre-
sentados dividiendo el nu´mero de bases de todas las ROIs. Esto daba lugar a diferencias en la
resolucio´n entre cromosomas, ya que los cromosomas donde se localizaban menos regiones de
intere´s presentaban una menor resolucio´n (menor nu´mero de puntos). Adema´s, en estos puntos
pod´ıan estar representados fragmentos de una o varias regiones de intere´s.
Por ello, en esta versio´n se ha decidido calcular el nu´mero de puntos representados segu´n
el nu´mero de bases de las regiones de intere´s en cada cromosoma y no del total de todas las
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bases de las ROIs. Con ello mejoramos la resolucio´n, ya que en cada cromosoma tendremos el
mismo nu´mero de puntos representados. Adema´s, cada uno de los puntos representados esta´n
conformados por regiones completas no siendo posible que tome fragmentos de regiones de
intere´s. Finalmente, en esta versio´n es posible el control del nu´mero de puntos representados
por cromosoma, mediante la variable npointsperchrom presente en el archivo de configuracio´n
config.json.





En este capitulo se exponen los resultados de una ejecucio´n completa de ngsCAT2 con el
objetivo de visualizar los cambios realizados en ella y para demostrar su correcto funciona-
miento. Por otro lado se ha realizado una prueba de rendimiento comparativa en la cual se ha
cuantificado tiempo de ejecucio´n y consumo de memoria RAM compara´ndolo con la primera
versio´n de la herramienta.
La muestra utilizada sera´ la de un exoma completo, en este caso se ha descargado de
la fase 3 del proyecto de los 1000 genomas, en concreto el archivo de alineamientos en for-
mato BAM de la muestra HG00097 que tiene un taman˜o de 5.8 Gigabytes, 57,270,738 lec-
turas reads y una longitud de las lecturas de 100 bases, descargado desde http://ngscat.
clinbioinfosspa.es/_media/ngscat/download/hg00097.bam. El archivo de regiones de in-
tere´s usado es el generado por el mismo proyecto, donde esta´n indicadas todas las regiones
codificantes, en concreto, se tratan de todas las regiones exo´nicas. La suma de las regiones cro-
moso´micas de intere´s es de 46,492,725 de bases, este archivo en formato BED puede ser descar-
gado de ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/technical/reference/exome_pull_
down_targets/20130108.exome.targets.bed.
4.2. Caso de estudio
Tras la instalacio´n de la herramienta (ver Anexo Manual de uso A) se ha procedido a analizar
el caso de estudio de exoma completo. Desde la terminal se ha utilizado el siguiente comando
(cada de co´digo 4.1) donde le indicamos la ruta absoluta del archivo de alineamientos en forma-
to BAM, que ya se encuentra indexado, la ruta absoluta de nuestro fichero con las regiones de
intere´s y, en este caso, le vamos a indicar un genoma de referencia (para poder generar la gra´fica
del sesgo en el contenido GC). Adema´s para correr la nueva funcionalidad, se ha indicado un
archivo en formato BED que proporciona la anotacio´n del genoma humano (ensamblado 37)
obtenida de UCSC (University California Santa Cruz).
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1 ngscat2 −−bam /home/ aga r c i a /exomadata/hg00097 .bam
2 −−bed /home/ aga r c i a /exomadata/exome . t a r g e t s . g1k . bed
3 −−r e f e r e n c e /home/ aga r c i a /exomadata/hg19 . wochr . f a
4 −−annotat ion /home/ aga r c i a /exomadata/ re fgene hg19 . bed
5 −−out /home/ aga r c i a /pruebaexomalast2
Caja de co´digo 4.1: Ejecuccio´n de ngsCAT2
Una vez ejecutado el programa en el directorio de salida indicado se genera la carpeta con
los resultados (figura 4.1). Dentro de ella encontramos el informe final html con el nombre
CaptureQC.hmtl y la capeta data, adema´s la carpeta img y un archivo de estilos usados en
la generacio´n del informe. Dentro de la carpeta data encontramos todos los archivos generados
por la herramienta, en ella se encuentran los HTML de cada una de las gra´ficas interactivas,
las tablas XLS que nos proporcionan datos del resultado de las me´tricas, los archivos JSON
que contienen la informacio´n presente en las tablas e informacio´n importante de las me´tricas.
Adema´s encontramos por cromosoma el archivo en formato BED que contiene la informacio´n
de las profundidades dentro de las regiones de intere´s. El nombre de estos archivos es (nom-
bredelamuestra.nu´mero de cromosoma.bed). Por otro lado, como se comentara´ en la siguiente
seccio´n se generan por cada cromosoma los archivos con la informacio´n de las regiones con alta
profundidad pero fuera de las regiones de intere´s, el nombre de estos archivos es (nombredela-
muestra.nu´mero de cromosoma.off.bed). El archivo NoCoverage.txt contiene las regiones de las
regiones de intere´s que no esta´n cubiertas por ninguna lectura. Adema´s, como es el caso, gracias
a la nueva funcionalidad se han anotado todos los archivos en formato BED generados, por ello
antes de la extensio´n .bed se ha an˜adido la extensio´n .annotated.
El archivo que contiene los resultados de la ejecucio´n de ngsCAT2 con este ejemplo pueden
descargarse de https://mega.nz/#!eywTGCBL!6HTDl7J9eLY4VhX2aFfe57Cp9mvwLw4JTcDcHr-zu1A
Figura 4.1: Esquema directorio de las salidas generadas por ngsCAT2. A la izquierda el contenido de
la carpeta de resultados, a la derecha el contenido de la carpeta data
A continuacio´n vamos a ver los resultados del ana´lisis en te´rminos de sensibilidad, especifi-
cidad y uniformidad, enfatizando las novedades aportadas por ngsCAT2.
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4.2.1. Sensibilidad
Para comenzar vamos a ver cua´les son los resultados en te´rmino de sensibilidad. A modo de
recordatorio, ya que lo vimos en la seccio´n 2.3.1, ngsCAT2 proporciona una me´trica que permite
saber co´mo de bien esta´n cubiertas las regiones de intere´s. Esta me´trica es llamada porcentaje
de bases cubiertas a diferentes umbrales (Percentage of target bases covered at diferent coverage
thresholds). En un experimento de secuenciacio´n dirigida comu´n lo normal es que ma´s de un 90 %
de las bases de las ROIs se encuentren cubiertas por al menos una lectura. Como podemos ver
en la figura 4.2, gracias a la adicio´n de gra´ficas interactivas en la nueva versio´n de la herramienta
podemos obtener el valor exacto representado en la misma gra´fica. Entonces, si situamos el cursor
en la barra de ≥ 1 vemos que un 97,27 % de las bases que conforman las regiones de intere´s
esta´n cubiertas por una o ma´s lecturas adema´s no hay una bajada considerable incluso a 30x de
profundidad, lo cua´l nos indica que en te´rminos de sensibilidad el proceso de enriquecimiento ha
sido exitoso. En ngsCAT2 al igual que en ngsCAT se le puede indicar mediante el argumento
–coveragethrs la lista de los umbrales a representar. El umbral en el cual salta un aviso se puede
modificar mediante el argumento ”warnbasescovered” del archivo config.json que por defecto se
situ´a en 90.
Figura 4.2: Porcentaje de bases cubiertas a diferentes umbrales.
4.2.2. Especificidad
En te´rminos de especificidad ngsCAT2 proporciona informacio´n que nos permite ver cuanto
esfuerzo de secuenciacio´n hemos utilizado en capturar zonas fuera de las regiones de intere´s.
Esta seccio´n se divide en dos partes. En la primera llamada number of reads on target o nu´mero
de lecturas en la regio´n de intere´s se generan varios archivos. Comencemos por la figura 4.3,
en ella podemos ver el porcentaje de lecturas que cubren regiones de intere´s frente al total de
lecturas que alinean en el cromosoma. A parte de la gra´fica reads on target, se genera una tabla
en formato XLS de nombre reads on target.xls que complementa los datos de que proporciona
la gra´fica interactiva.
Un resultado deseable ser´ıa que ma´s de un 80 % de las lecturas cubran las regiones de intere´s
lo cua´l nos indicar´ıa que el proceso de captura ha funcionado correctamente, y que no se ha
malgastado mucho esfuerzo en la secuenciacio´n de zonas que no nos interesan. En este caso la
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media del porcentaje de lecturas en regiones de intere´s es menor, en el summary del informe
podemos ver que es de un 76.2 % lo que nos indica que ha habido lecturas que han alineado
fuera de nuestras regiones de intere´s.
En esta me´trica podemos configurar el umbral mı´nimo del porcentaje de lecturas que cubren
las regiones de intere´s mediante la variable, presente en el archivo de configuracio´n, ”warnon-
target” que por defecto es 80.
Figura 4.3: Gra´fica del numero de lecturas en las regiones de intere´s. En ella esta´n representada la
proporcio´n de las lecturas que alinean dentro de la regio´n de intere´s y el total de las que alinean en el
cromosoma.
Por otro lado en la segunda parte se realiza una cuantificacio´n de lecturas duplicadas. Gra-
cias a ella, como ya hemos comentado en la seccio´n 2.3.1, podemos cuantificar el nu´mero de
lecturas u´nicas y las repetidas (que son las que alinean exactamente en la misma localizacio´n
cromoso´mica). En la figura 4.4 podemos ver representado con las barras azules las lecturas que
alinean dentro de las regiones de intere´s y en color naranja las que se encuentran fuera de las
regiones de intere´s. En este caso tenemos una mayor proporcio´n de lecturas u´nicas en zonas
fuera de las regiones de intere´s, indica´ndonos que no ha habido mucha amplificacio´n de esas
zonas. En cambio en las zonas dentro de nuestras ROIs vemos un aumento de las duplicidades,
evento comu´n en las zonas amplificadas, lo cua´l nos indica que hay ma´s regiones amplificadas
dentro de nuestras regiones de intere´s que es el objetivo del paso del enriquecimiento. Como
vemos, la interactividad en las gra´ficas introducida en esta nueva versio´n de la herramienta
permite indicar cuales son los valores exactos tomados para la representacio´n proporcionando
de esta forma informacio´n adicional al usuario. Adema´s se genera una tabla en formato XLS
llamada duplicates.xls.
Finalmente se genera un archivo JSON que contiene la informacio´n de ambas me´tricas
llamado reads on target.json del cual podemos ver un fragmento en la figura 4.5 y la totalidad
de este en Anexo A.4. En e´l esta´ representada la informacio´n detalla de los resultados generados
por las me´tricas como por ejemplo, el nu´mero de lecturas totales que alinean en cada uno de
los cromosomas, el nu´mero de lecturas duplicadas dentro de las ROIs y los umbrales utilizados
en el experimento. Esta gra´fica es configurable mediante la variable maxduplicates presente el
archivo de configuracio´n config.json
Por otro lado se generan archivos con formato BED de cada uno de los cromosomas con la
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extensio´n .off.annotated.bed los cuales contienen las regiones fuera de los ROIs que presentan
alta profundidad. Por defecto son aquellas regiones que esta´n a ma´s de 1000 bases de una regio´n
de intere´s y que tienen ma´s 15x de profundidad. Ambos para´metros son modificables a trave´s
del archivo de configuracio´n config.json mediante las variables ’ offtargetoffset’ y ’ offtargetth-
reshold’ respectivamente. Adema´s, gracias a la nueva funcionalidad de anotacio´n estos archivos
se encuentran enriquecidos con la informacio´n que deseemos, en este caso con la informacio´n de
los genes del genoma humano. En la figura 4.6 podemos ver un fragmento del archivo generado
del cromosoma 18.
Figura 4.4: Porcentaje de lecturas duplicadas. En azul esta´n representadas las lecturas dentro de las
regiones de intere´s y en naranja fuera de estas. En este caso, el porcentaje de lecturas duplicadas tanto
dentro como fuera de las regiones de intere´s que son del 23.0 % frente a 14.8 % respectivamente.
Figura 4.5: Fragmento de read on target.json. En e´l encontramos toda la informacio´n de la especificidad.
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Figura 4.6: Fragmento del archivo en formato BED con regiones fuera de los ROIs que presentan alta
profundidad del cromosoma 18. De derecha a izquierda esta´n representados, cromosoma, base de inicio,
base de fin de la regio´n, profundidad en la regio´n, informacio´n proporcionada por la anotacio´n
4.2.3. Uniformidad
La seccio´n de uniformidad nos permite conocer co´mo esta´n distribuidas nuestras lecturas a
lo largo de las regiones de intere´s que permiten conocer si hay sesgos debido a localizaciones
cromoso´micas o a composicio´n nucleot´ıdica. La uniformidad la componen. como vimos en la
seccio´n 2.3, cuatro me´tricas.
La primera me´trica que encontramos en el informe final es la distribucio´n de profundidad
por posicio´n (coverage distribution). En ella se generan dos gra´ficas. La primera de ellas es
un histograma (Figura 4.7) donde podemos ver como la gran mayor´ıa de las bases, en concreto
28,272,289, tienen de media 38 lecturas de profundidad. Recordar que este dato se ha visualizado
u´nicamente situando el cursor encima de la barra. Por otro lado, se genera un gra´fico de caja
o boxplot, figura 4.8, donde podemos ver tambie´n la profundidad de las diferentes bases. Si
situamos el cursor encima podemos ver los cuartiles, la media, la mediana, los ma´ximos y
mı´nimo. La muestra utilizada tiene una mediana de 59 lecturas de profundidad en cada bases.
Adema´s de las gra´ficas se genera una tabla con la informacio´n de cuartiles, media, mediana,
mı´nimos y ma´ximos, llamada percentile.xls y un archivo en formato JSON con la informacio´n
necesaria para representar el histograma por herramientas de visualizacio´n de terceros (”hist-
data”), la informacio´n representada en la tabla y el nu´mero de bases dentro de las regiones de
intere´s no cubiertas (”zerocov”).
Adema´s como en todos los archivos de salida JSON que se generan esta´ indicado el estado de
la me´trica (”status”) y el valor para ajustar el umbral ”warnthreshold”. Por defecto, una sen˜al
de aviso salta si la media de las profundidades de las bases se encuentra por debajo del 40 %.
Este valor es modificable mediante la variable ”warnmeancoverage” en el archivo config.json.
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Figura 4.7: Histograma distribucio´n de la profundidad por base. Al situar el cursor sobre cada una de
las barras, aparece un desplegable con el nu´mero de bases y la profundidad media que tienen.
Figura 4.8: Gra´fico de cajas distribucio´n de la profundidad por base
Otra de las me´tricas que nos permite evaluar la uniformidad es la cobertura por posicio´n
(coverage per position) en la cual se representan las profundidades en las regiones de intere´s a
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lo largo de cada uno de los cromosomas. Esta me´trica nos permite ver si ha habido algu´n sesgo
por localizacio´n, ya sea a nivel de cromosoma, o dentro de ellos. En el informe de ngsCAT2
se encuentran representadas todas las gra´ficas de los cromosomas (Figura 4.9), para activar
su interfaz interactiva es necesario hacer click en la gra´fica de intere´s y automa´ticamente esta
aumenta y permite la interactividad presente en la figura 4.10.
Como podemos ver en la figura 4.9, la mayor´ıa de las regiones en cada uno de los cromosomas
se encuentran cubiertas. Sin embargo, en el cromosoma Y (Figura 4.10) vemos que hay muchas
regiones que no lo esta´n. Cada uno de estos puntos de la gra´fica representa a la media de
las regiones englobadas, adema´s en cada uno de ellos esta´ representada la desviacio´n esta´ndar
teniendo en cuenta todas las profundidades por base. Si el usuario desea obtener ma´s informacio´n
sobre estas regiones con poca cobertura u´nicamente debe de situar el cursor encima de alguno
de los puntos y aparecera´ una ventana con la informacio´n de cada una de las regiones que
componen el punto seleccionado.
Para esta me´trica en ngsCAT2 se puede ajustar el nu´mero de puntos a representar por
cromosoma lo cual, permite ajustar la resolucio´n del los puntos a las necesidades de los usuarios.
Esta configuracio´n se puede realizar mediante la variable npointsperchrom (por defecto 50 puntos
por cromosoma) presente en el archivo de configuracio´n config.json.
Adicionalmente se genera un archivo de texto plano llamado Nocoverage.annotated.txt en el
cual esta´n descritas las regiones que no esta´n cubiertas. Como hemos comentado y gracias a la
nueva funcionalidad, las regiones no cubiertas tambie´n son anotadas.
Figura 4.9: Gra´ficas de distribucio´n de la profundidad a lo largo de las regiones de intere´s en cada uno
de los cromosomas
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Figura 4.10: Cobertura y profundidad cromosoma Y. La baja cobertura presente este cromosoma
probablemente se deba a que la muestra corresponda a una mujer (falta informacio´n del cromosoma Y).
Figura 4.11: Fragmento fichero de regiones no cubiertas anotado (NoCoverage). En el encontramos
cromosoma, localizacio´n de inicio, localizacio´n de fin y los datos de la anotacio´n. Gracias, a la anotacio´n
podemos buscar la regio´n en la base de datos de RefSeq obteniendo ma´s informacio´n sobre la regio´n
no cubierta. Como ejemplo hemos tomado la se´ptima linea anotacio´n de la se´ptima linea del ejemplo
NM 001005221, esta se corresponde con el mRNA que codifica a un miempro de los receptores olfativos
(OR4F29)
La tercera me´trica que permite evaluar la uniformidad de la profundidad es la desviacio´n
esta´ndar de la cobertura en las regiones (Standard deviation of the coverage within regions).
La desviacio´n esta´ndar normalizada de las profundidades de cada regio´n es calculada mediante
(desviacio´n esta´ndar / media de la profundidad) de cada una de las regiones de intere´s para
posteriormente, generar un histograma y un gra´fico de cajas. El histograma podemos verlo en
la figura 4.12, en ella si situamos el cursor encima de una de las barras nos indica el nu´mero de
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regiones representadas y el rango de la desviacio´n esta´ndar normalizada en el que se encuentran.
Por otro lado las desviaciones tambie´n se representan en un gra´fico de cajas 4.13, el cua´l se
encuentra en escala logar´ıtmica, en ella si situamos el cursor encima podemos ver los cuartiles,
la mediana, los ma´ximos y mı´nimos. En este caso podemos ver que la desviacio´n esta´ndar de
las profundidades en la mayor´ıa de las regiones es mayor a 0.3. Esto nos indica que dentro
de cada una de estas regiones de intere´s las lecturas que han alineado no esta´n distribuidas
uniformemente. En experimentos de secuenciacio´n es deseable que las lecturas se encuentren
alineadas de una manera ma´s uniforme a lo largo de cada una de las regiones de intere´s.
Adicionalmente a la figuras, se genera una tabla en formato XLS llamado std wexons.xls con
los cuartiles, medias, ma´ximos y mı´nimos. En esta versio´n adema´s de los datos anteriores, en el
archivo std wexons.json, tambie´n se encuentran los datos necesarios para generar las gra´ficas y
si se ha activado la sen˜al de aviso en el informe. En esta me´trica se puede modificar el umbral en
que salta el aviso mediante la variable warnstd, que por defecto es 0.30, presente en el archivo
de configuraciones config.json.
Figura 4.12: Histograma distribucio´n de las desviaciones esta´ndar normalizadas de las profundidades de
las regiones de intere´s cada una de ellas calculadas mediante la siguiente fo´rmula (desviacio´n esta´ndar/
media profundidad).)
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Figura 4.13: Gra´fico de cajas de las desviaciones esta´ndar normalizadas de la profundidad por regio´n
La u´ltima me´trica dentro del apartado de uniformidad es GC Bias o sesgo en contenido GC.
En ella es generada la figura 4.14 que permite conocer la distribucio´n de las profundidades en
funcio´n del contenido en GC. La intensidad del color indica la densidad en esa zona, as´ı pues
mientras ma´s intenso es el color mayor probabilidad de encontrar regiones de regiones de intere´s
con la profundidad y proporcio´n de contenido en GC. En la figura(4.14) podemos ver que en la
muestra la profundidad es bastante uniforme independientemente del contenido en GC de las
regiones, ya que no se observa una bajada del la profundidad en regiones con mayor contenido
de GC.
Esta me´trica es opcional, para su funcionamiento es necesario indicar en la llamada de
ngsCAT2, mediante el argumento –reference un archivo en formato FASTA el cua´l contendra´
la composicio´n nucleot´ıdica.
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Figura 4.14: Gra´fica de contenido en GC. En ella esta´ representada la distribucio´n de las medias de
profundidad de las regiones frente al contenido en GC que tienen cada una de ellas
4.3. Comparativa de Rendimiento
Finalmente, se ha realizado una prueba comparativa de rendimiento entre la nueva herra-
mienta ngsCAT2 y ngsCAT en te´rminos de tiempo de co´mputo y de consumo de memoria.
Las ejecuciones se han realizado con el exoma hg0097 (descrito anteriormente) y u´nicamente
utilizando las me´tricas por defecto. Para la medicio´n del tiempo de ejecucio´n se ha utilizado la
funcio´n time de linux desde que se lanza la herramienta hasta que finaliza. Por otro lado, se ha
realizado una medicio´n aproximada del consumo de memoria de cada una de las herramientas.
Para ello, se ha recurrido a la medicio´n cada 5 segundos de la memoria libre del sistema. La
razo´n por la cual se realiza una medicio´n de la memoria libre es la dificultad de medir la memo-
ria utilizada por cada uno de los programas debido a la paralelizacio´n de las me´tricas. Con todo
esto, restando la memoria libre inicial (o lo que es lo mismo la memoria utilizada por el sistema
operativo para funcionar) a las mediciones de memoria libre podremos conocer cual es el uso de
memoria de las herramientas de una forma aproximada. Para obtener valores promedios, cada
herramienta se ha ejecutado 10 veces.
En la tabla 4.1 podemos apreciar los tiempos de ejecucio´n de las dos herramientas. Como
podemos ver el tiempo de ejecucio´n de la nueva herramienta aumenta ligeramente, no empleando
significativamente mucho ma´s tiempo que su predecesora. Este aumento de tiempo puede ser
debido a la generacio´n de todas las gra´ficas interactivas con formato HTML y en cierta medida
al propio proceso de refactorizacio´n, aunque requiere de un estudio en mayor profundidad para
determinar las causas de este aumento.
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Cuadro 4.1: Tabla de tiempos de ejecucio´n en ambas herramientas. En ella esta´n representados los





Por otro lado, podemos ver los resultados del consumo de memoria en la tabla 4.2. Como
era de esperar el consumo medio de RAM es mayor en la nueva versio´n, puesto que toda
la informacio´n de profundidad es cargada en memoria. Sin embargo, el consumo de memoria
ma´ximo, que es el realmente limitante, vemos que en ngsCAT2 es de 4602 Mb frente a 2905
Mb de ngsCAT. Esto no es un aumento desmesurado, teniendo en cuenta que en ngsCAT2
se almacenan todos los datos de las profundidades en la memoria RAM. Tal y como se ha
comentado en la parte de disen˜o e implementacio´n (seccio´n 3.3) el taman˜o de los exomas esta´
determinado y por tanto el volumen de los datos de profundidad almacenados en la memoria
RAM se encuentra saturado.
Cuadro 4.2: Tabla de consumo de RAM en las 10 ejecuciones de ambas herramientas. Se encuentran
reflejados los consumos de memoria medios y ma´ximos junto con sus respectivas desviaciones esta´ndar.
Herramienta Uso de memoria medio(Mb) Uso de memoria ma´ximo(Mb)
ngsCAT 485,75± 318,45 2905,10± 449,02
ngsCAT2 1308,90± 1082,67 4602,90± 163,07
Como podemos ver, el tiempo de ejecucio´n es ligeramente superior y consumo de memoria
ha aumentado en esta nueva versio´n de la herramienta. Este descenso en el rendimiento no
supone una gran desventaja en comparacio´n con los beneficios obtenidos. En ngsCAT2 se ha
conseguido, gracias a la refactorizacio´n, una estructura ma´s modularizada y ordenada. Adema´s
se ha simplificado la gestio´n de la concurrencia y se han an˜adido gra´ficas interactivas. Esto ha
hecho que la nueva versio´n sea una herramienta mucho ma´s flexible, donde es posible generar
con la informacio´n proporcionada por las me´tricas nuevos informes y la inclusio´n de nuevas
funcionalidades de una manera sencilla. Todo esto abre las puertas a nuevos desarrolladores y
promueve el uso continuado de la herramienta en el tiempo.
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5
Conclusiones y trabajo futuro
5.1. Conclusiones
En este trabajo se ha desarrollado una versio´n mejorada de la herramienta original ngsCAT
que suple las carencias que presenta principalmente en su arquitectura, en la tecnolog´ıa usada,
en la instalacio´n y en la representacio´n de los datos. A continuacio´n resumimos las mejoras
introducidas y las conclusiones derivadas de la realizacio´n de este trabajo.
Todo el proceso de refactorizacio´n y la aplicacio´n de un nuevo disen˜o realizado en ngs-
CAT2, como la separacio´n de las me´tricas y generadores de informe, la creacio´n de una
nueva estructura jerarquizada de generadores de informes, el cambio a un sistema de
concurrencia basado en pooling y el nuevo sistema de almacenamiento en memoria de
los datos, ha permitido crear una herramienta modular y flexible. De esta forma, la in-
corporacio´n de nuevas me´tricas e informes por parte de desarrolladores externos es ma´s
sencilla.
Gracias a la generacio´n de las salidas de las me´tricas en formato JSON se ha conseguido
aumentar la interoperabilidad, que permitira´ la inclusio´n de los resultados generados por
ngsCAT2 en otras herramientas de terceros de control de calidad.
Se ha incluido la anotacio´n en los archivos de regiones de salida (formato BED) utilizando
la dependencia BEDOPS aportando informacio´n biolo´gica relevante a los usuarios de la
herramienta.
La inclusio´n de gra´ficas interactivas haciendo uso de el paquete Plotly ha enriquecido
notablemente el informe generado, obteniendo as´ı un informe ma´s completo que permite
ver y comparar mejor los resultados de cada una de las me´tricas.
La instalacio´n de la herramienta y de todas las dependencias de Python es ahora mucho
ma´s sencilla y ra´pida, gracias a la creacio´n de un paquete de Python y su inclusio´n en la
plataforma GitHub.
La actualizacio´n de la tecnolog´ıa usada, el paso a Python 3 y el uso de dependencias Python
recientes, garantiza la continuidad y elminina problemas futuros de incompatibilidad, ya
sea con otros programas o con las propias dependencias.
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Todas estas mejoras han permitido obtener una herramienta mejorada de ngsCAT, mucho
ma´s completa, flexible y sencilla de desarrollar. De esta forma, la herramienta no solo puede
ser usada por usuarios no expertos que deseen realizar estudios de evaluacio´n de calidad en
experimentos de secuenciacio´n dirigida, sino tambie´n por desarrolladores que deseen mejorarla
gracias a su nueva arquitectura software, permitiendo un aumento de su soporte y permanencia
en la comunidad cient´ıfica.
5.2. Trabajo Futuro
Aunque como ya hemos indicado, se ha obtenido una herramienta mejorada de ngsCAT, exis-
ten ciertos aspectos que pueden ser abordados en el futuro con el objetivo de seguir mejorando
la herramienta.
El uso de una plantilla HTML para generar el informe final en este formato puede frenar
a los futuros desarrolladores de la aplicacio´n, ya que si el usuario necesita an˜adir nuevas
funciones debe de cambiar o crear nuevas plantillas. Adema´s, en la nueva versio´n mejorada
se hace uso de funciones como iframe para insertar las gra´ficas interactivas, lo cual puede
generar problemas de visualizacio´n en algunos navegadores web. Por lo tanto, es deseable
utilizar nuevos me´todos para la creacio´n del informe final, como puede ser una inyeccio´n
directa del co´digo HTML de los resultados y de las gra´ficas conformando directamente el
HTML, eliminando as´ı el uso de plantillas, que entorpece la adiccio´n de secciones nuevas en
el informe, y la utilizacio´n de funciones del lenguaje HTML que pueden generar problemas
de visualizacio´n.
Previo a la refactorizacio´n de ngsCAT se han realizado pruebas de velocidad utilizando
diferentes librer´ıas de la lectura de los archivos de alineamientos (BAM). Sin embargo,
ninguna de las utilizadas permit´ıa la paralelizacio´n de la lectura de estos. Por ello, es ne-
cesaria mayor investigacio´n de librer´ıas que tengan esta opcio´n o disen˜ar nuevas funciones
que permitan la paralelizacio´n de la lectura de los pesados archivos de alineamiento. El
uso de software que permita la lectura de los archivos BAM de una manera concurrente,
disminuir´ıa considerablemente la velocidad del ana´lisis ya que la lectura consume gran
parte del tiempo total de ejecucio´n de la herramienta.
La creacio´n del paquete de Python favorece enormemente la instalacio´n de la aplicacio´n
y los mo´dulos de los que depende. Sin embargo, ngsCAT2, al igual que ngsCAT, hace
uso de dependencias externas. La instalacio´n de estas dependencias como BEDOPS o
Samtools dificulta en cierto modo el uso de la herramienta por personas no familiarizadas
con la terminal de linux. Actualmente, existen proyectos como Docker que permite generar
ima´genes virtuales ligeras y portables para las aplicaciones y sus dependencias. Gracias a
Docker estas ima´genes pueden ser ejecutadas en cualquier maquina, independientemente
del sistema operativo. Adema´s, elimina la necesidad de instalar dependencias puesto que
ya esta´n incluidas. As´ı pues, como posible trabajo futuro, se plantea la utilizacio´n de
Docker para crear una imagen con el paquete ngsCAT2, Samtools y BEDOPS, para con
ello, facilitar ma´s aun la instalacio´n y ejecucio´n de la herramienta.
Tras el cambio de arquitectura ha disminuido ligeramente el rendimiento de la herramienta,
por ello es necesario testear el programa de una manera aislada, permitiendo as´ı identificar
posibles cuellos de botella, para posteriormente intentar optimizar el consumo de recursos.
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Glosario de acro´nimos
ROI: Region of interest (Regio´n de intere´s)
NGS: Next Generation Sequencing
WES: Whole Exome Sequencing (Secuenciacio´n de exoma completo), comprende todas
las regiones del genoma que codifican prote´ınas
DNA: Deoxyribonucleic acid (A´cido desoxirribonucleico)
RNA: Ribonucleic acid (A´cido ribonucleico)
BAM: Binary alignment/Map (Binario de alineamiento mapeo) (32)
BED: Browser Extensible Data, https://www.ensembl.org/info/website/upload/bed.
html
CPU: Central Processing Unit (Unidad central de Procesamiento)
RAM: Random-Access Memory (Memoria de acceso aleatorio)
JSON:JavaScript Object Notation, notacio´n de objeto de javascript
XLS: eXceL Spreadsheet (Formato de tabla creado por Microsoft)
PNG: Portable network graphic
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A.1. Instalacio´n de la herramienta
Primero de todo comenzaremos con la instalacio´n de la herramienta ngsCAT2. Para ello
podemos seguir las instrucciones presentes en el documento de ayuda de la herramienta en
GitHub https://github.com/babelomics/ngscat2/blob/master/README.md. Antes de esto
es necesario tener instalado en la ma´quina Python 3 y el gestor de paquetes de paquetes pip3.
Tambie´n es necesario tener instalados los programas Samtools y BEDOPS. Una vez realizado
esto, para la instalacio´n de ngsCAT2 u´nicamente es necesario ejecutar una linea en el termi-
nal, y automa´ticamente descargara´ la u´ltima versio´n subida a GitHub e instalara´ todas las
dependencias Python.
1 pip3 i n s t a l l g i t+https : // github . com/babelomics /ngscat2@master
Caja de co´digo A.1: Comando shell para la instalac´ıon de ngsCAT2
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3 Task : As se s s e s capture performance in terms o f s e n s i b i l i t y , s p e c i f i c i t y
and un i fo rmity o f the coverage .
4 Output : An html r epor t w i l l be c r ea ted at the path ind i c a t ed with the −−
out opt ion .
5
∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗
6 usage : ngscat2 −−bams <f i l ename> −−bed <f i l ename> −−out <path> −−
annotat ion <f i l ename> −−r e f e r e n c e <f i l ename> −−tmp <path> −−threads <i n t ege r>
7
8 Options :
9 −h , −−help show th i s he lp message and ex i t
10 −−bams=BAMS Required . Comma separated l i s t o f bam f i l e s (2
11 maximum) . E. g . : −−bams
12 /home/ user /bam1 . so r t ed . bam,/home/ user /bam2 . so r t ed .bam
13 −−bed=BED Required . Fu l l path to the bed f i l e conta in ing the
14 t a r g e t r e g i on s .
15 −−out=OUTDIR Required . Fu l l path to the d i r e c t o r y where r e s u l t s
16 w i l l be saved .
17 −−r e f e r e n c e=REFERENCE
18 Optional . S t r ing i nd i c a t i n g the path to a . f a s t a f i l e
19 conta in ing the r e f e r e n c e chromosomes . Defau l t=None .
20 −−annotat ion=ANNOTATION
21 Optional . S t r ing i nd i c a t i n g the path to a . bed f i l e
22 conta in ing annotated r eg i on s . Defau l t=None .
23 −−cove rage thr s=COVERAGETHRESHOLDS
24 Optional . Comma separated l i s t o f r e a l numbers ( do not
25 l e ave spaces between ) i nd i c a t i n g coverage th r e sho ld s
26 to be used when c a l c u l a t i n g percentages o f covered
27 bases ( f i r s t graph in the r epor t ) .
28 Defau l t =1 ,5 ,10 ,20 ,30 .
29 −−tmp=TMP Optional . S t r ing i nd i c a t i n g the f u l l path to a
30 temporary d i r e c t o r y where temporary f i l e s w i l l be
31 c r ea ted . Defau l t=/tmp/ .
32 −−threads=NTHREADS Optional . I n t eg e r i n d i c a t i n g the number o f concurrent
33 threads to launch . Defau l t=cpu count ( ) − 1 .
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A.3. Scripts usados para la prueba comparativa
1 #!/bin /bash
2 f o r i in {1 . . 1 0}
3 do
4 . /memuse . sh ngscat2 mem $i . txt &
5 WATCHPID=$ !
6 / usr /bin / time −f ’%e ’ −o ngscat2 t ime . txt −a ngscat2 −−bam /home/ aga r c i a
/exomadata/hg00097 .bam −−bed /home/ aga r c i a /exomadata/exome . t a r g e t s . g1k . bed −−
out /home/ aga r c i a / exomeresu l t s
7 k i l l $WATCHPID
8 rm −r /home/ aga r c i a / exomeresu l t s
9 done
Caja de co´digo A.2: Script medicio´n tiempo y memoria utilizado. Timeloop.sh
1 #!/bin /bash
2 whi le t rue
3 do
4 f r e e −m| grep Mem >> $1
5 s l e e p 5
6 done
Caja de co´digo A.3: Script memuse.sh
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A.4. Salidas generadas por ngsCAT2
1 {
2 ” r e s u l t s ” : [
3 {
4 ”bamfilename” : ”/home/ agarc i a /exomadata/hg00097 .bam” ,
5 ” enrichment ” : 212.93288482175967 ,
6 ”onread” : 43369690 ,
7 ” pe r conto ta l ” : 76.20651751894405 ,
8 ” t o t a l r e ad ” : 56910736 ,
9 ” onperchr ” : {
10 ”1” : 4942773 ,
11 ”2” : 3646987 ,
12 ”3” : 2577714 ,
13 ”4” : 1773878 ,
14 ”5” : 2119788 ,
15 ”6” : 1980103 ,
16 ”7” : 2161669 ,
17 ”8” : 1278642 ,
18 ”9” : 1683661 ,
19 ”10” : 1788881 ,
20 ”11” : 2249571 ,
21 ”12” : 2081953 ,
22 ”13” : 707440 ,
23 ”14” : 1299380 ,
24 ”15” : 1489163 ,
25 ”16” : 1739274 ,
26 ”17” : 2341396 ,
27 ”18” : 595955 ,
28 ”19” : 2003756 ,
29 ”20” : 890229 ,
30 ”21” : 395000 ,
31 ”22” : 857617 ,
32 ”X” : 2760874 ,
33 ”Y” : 3986
34 } ,
35 ” t o t a l p e r ch r ” : {
36 ”1” : 6268138 ,
37 ”2” : 4849552 ,
38 ”3” : 3282358 ,
39 ”4” : 2312623 ,
40 ”5” : 2756477 ,
41 ”6” : 2591558 ,
42 ”7” : 2843266 ,
43 ”8” : 1695042 ,
44 ”9” : 2307904 ,
45 ”10” : 2376659 ,
46 ”11” : 2880097 ,
47 ”12” : 2623019 ,
48 ”13” : 1004969 ,
49 ”14” : 1659992 ,
50 ”15” : 1945045 ,
51 ”16” : 2233592 ,
52 ”17” : 3018994 ,
53 ”18” : 819470 ,
54 ”19” : 2463026 ,
55 ”20” : 1164912 ,
56 ”21” : 569680 ,
57 ”22” : 1209336 ,
58 ”X” : 3706318 ,
59 ”Y” : 5626
60 } ,
61 ” perconperchr ” : {
62 ”1” : 78.85552296391688 ,
63 ”2” : 75.20255479269012 ,
64 ”3” : 78.53238434076965 ,
65 ”4” : 76.70415800586606 ,
66 ”5” : 76.90207464092754 ,
67 ”6” : 76.40589174542882 ,
68 ”7” : 76.02767380892256 ,
69 ”8” : 75.43423702775506 ,
70 ”9” : 72.95195120767588 ,
71 ”10” : 75.26872807584091 ,
72 ”11” : 78.10747346356737 ,
73 ”12” : 79.37239493880907 ,
74 ”13” : 70.39421116472249 ,
75 ”14” : 78.27628084954627 ,
76 ”15” : 76.5618790310764 ,
77 ”16” : 77.86892145029172 ,
78 ”17” : 77.5555035882814 ,
79 ”18” : 72.72444384785288 ,
80 ”19” : 81.35342460859123 ,
81 ”20” : 76.42027895669372 ,
82 ”21” : 69.33717174554135 ,
83 ”22” : 70.91635409844741 ,
84 ”X” : 74.49101777019673 ,
85 ”Y” : 70.84962673302525
86 } ,
87 ” r e t ondup l i c a t e s ” : [
88 40.06156764516277
89 ] ,
90 ” r e t o f f d u p l i c a t e s ” : [
91 6.768552422165126
92 ] ,
93 ” legend ” : ”hg00097 .bam” ,
94 ” ondup l i ca t e s ” : {
95 ”1x” : 20570357 ,
96 ”2x” : 9976028 ,
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97 ”3x” : 5462604 ,
98 ”4x” : 2849516 ,
99 ”5x” : 1515550 ,
100 ”6x” : 858618 ,
101 ”7x” : 528423 ,
102 ”8x” : 351848 ,
103 ”9x” : 252450 ,
104 ”10x” : 188940 ,
105 ”11x” : 147202 ,
106 ”12x” : 117000 ,
107 ”13x” : 94237 ,
108 ”14x” : 78386 ,
109 ”15x” : 63555 ,
110 ”16x” : 53536 ,
111 ”17x” : 44251 ,
112 ”18x” : 35748 ,
113 ”19x” : 29241 ,
114 ”20x” : 24560 ,
115 ”21x” : 20307 ,
116 ”22x” : 17578 ,
117 ”23x” : 13938 ,
118 ”24x” : 12144 ,
119 ”25x” : 9000 ,
120 ”26x” : 8710 ,
121 ”27x” : 7236 ,
122 ”28x” : 5488 ,
123 ”29x” : 5742 ,
124 ”30x” : 4470 ,
125 ”31x” : 3968 ,
126 ”32x” : 3264 ,
127 ”33x” : 2673 ,
128 ”34x” : 2176 ,
129 ”35x” : 1435 ,
130 ”36x” : 1224 ,
131 ”37x” : 1406 ,
132 ”38x” : 1140 ,
133 ”39x” : 936 ,
134 ”40x” : 680 ,
135 ”41x” : 615 ,
136 ”42x” : 546 ,
137 ”43x” : 172 ,
138 ”44x” : 132 ,
139 ”45x” : 405 ,
140 ”46x” : 230 ,
141 ”47x” : 188 ,
142 ”48x” : 288 ,
143 ”49x” : 147 ,
144 ”50x” : 300 ,
145 ”51x” : 153 ,
146 ”52x” : 0 ,
147 ”53x” : 53 ,
148 ”54x” : 0 ,
149 ”55x” : 55 ,
150 ”56x” : 168 ,
151 ”57x” : 114 ,
152 ”58x” : 174 ,
153 ”59x” : 59 ,
154 ”60x” : 0 ,
155 ”61x” : 61 ,
156 ”62x” : 0 ,
157 ”63x” : 63 ,
158 ”64x” : 0 ,
159 ”65x” : 0 ,
160 ”66x” : 66 ,
161 ”67x” : 0 ,
162 ”68x” : 136
163 } ,
164 ” o f f d u p l i c a t e s ” : {
165 ”1x” : 9365930 ,
166 ”2x” : 2004586 ,
167 ”3x” : 773730 ,
168 ”4x” : 384220 ,
169 ”5x” : 211580 ,
170 ”6x” : 127812 ,
171 ”7x” : 85337 ,
172 ”8x” : 58416 ,
173 ”9x” : 42678 ,
174 ”10x” : 32360 ,
175 ”11x” : 25377 ,
176 ”12x” : 19416 ,
177 ”13x” : 14911 ,
178 ”14x” : 12390 ,
179 ”15x” : 9630 ,
180 ”16x” : 8176 ,
181 ”17x” : 6647 ,
182 ”18x” : 5688 ,
183 ”19x” : 4560 ,
184 ”20x” : 3500 ,
185 ”21x” : 3171 ,
186 ”22x” : 2838 ,
187 ”23x” : 2185 ,
188 ”24x” : 2448 ,
189 ”25x” : 1475 ,
190 ”26x” : 1170 ,
191 ”27x” : 1188 ,
192 ”28x” : 924 ,
193 ”29x” : 696 ,
194 ”30x” : 630 ,
195 ”31x” : 651 ,
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196 ”32x” : 672 ,
197 ”33x” : 660 ,
198 ”34x” : 544 ,
199 ”35x” : 315 ,
200 ”36x” : 216 ,
201 ”37x” : 148 ,
202 ”38x” : 342 ,
203 ”39x” : 195 ,
204 ”40x” : 40 ,
205 ”41x” : 82 ,
206 ”42x” : 42 ,
207 ”43x” : 43 ,
208 ”44x” : 0 ,
209 ”45x” : 0 ,
210 ”46x” : 46 ,
211 ”47x” : 47 ,
212 ”48x” : 48 ,
213 ”49x” : 49 ,
214 ”50x” : 50 ,
215 ”51x” : 51 ,
216 ”52x” : 0 ,
217 ”53x” : 53 ,
218 ”54x” : 0 ,
219 ”55x” : 0 ,
220 ”56x” : 0 ,
221 ”57x” : 0 ,
222 ”58x” : 0 ,
223 ”59x” : 0 ,
224 ”60x” : 0 ,
225 ”61x” : 0 ,
226 ”62x” : 0 ,
227 ”63x” : 0 ,
228 ”64x” : 0 ,
229 ”65x” : 0 ,
230 ”66x” : 0 ,
231 ”67x” : 0 ,
232 ”68x” : 0
233 } ,
234 ” pe r condup l i c a t e s ” : {
235 ”1x” : 47.4302606267188 ,
236 ”2x” : 23.002304143746475 ,
237 ”3x” : 12.595441655220501 ,
238 ”4x” : 6 .570293677450772 ,
239 ”5x” : 3 .4944911988072778 ,
240 ”6x” : 1 .9797651309013276 ,
241 ”7x” : 1 .2184154417520623 ,
242 ”8x” : 0 .8112762622928593 ,
243 ”9x” : 0 .5820885507828163 ,
244 ”10x” : 0 .4356498743707875 ,
245 ”11x” : 0 .33941215627780597 ,
246 ”12x” : 0 .26977365989934443 ,
247 ”13x” : 0 .217287695623372 ,
248 ”14x” : 0 .1807391291014531 ,
249 ”15x” : 0 .14654243551199006 ,
250 ”16x” : 0 .12344104834505387 ,
251 ”17x” : 0 .10203208738637515 ,
252 ”18x” : 0 .08242622900924586 ,
253 ”19x” : 0 .06742266315484385 ,
254 ”20x” : 0.056629411001093165 ,
255 ”21x” : 0 .04682302317586314 ,
256 ”22x” : 0 .04053061020265536 ,
257 ”23x” : 0 .03213765189467575 ,
258 ”24x” : 0 .0280011224428858 ,
259 ”25x” : 0.020751819992257264 ,
260 ”26x” : 0 .0200831502369512 ,
261 ”27x” : 0 .01668446327377484 ,
262 ”28x” : 0.012653998679723099 ,
263 ”29x” : 0.013239661155060135 ,
264 ”30x” : 0.010306737262821108 ,
265 ”31x” : 0.009149246858808536 ,
266 ”32x” : 0.007525993383858635 ,
267 ”33x” : 0.006163290537700408 ,
268 ”34x” : 0.005017328922572423 ,
269 ”35x” : 0.003308762409876575 ,
270 ”36x” : 0.002822247518946988 ,
271 ”37x” : 0.0032418954343459688 ,
272 ”38x” : 0 .00262856386568592 ,
273 ”39x” : 0.0021581892791947554 ,
274 ”40x” : 0.0015679152883038823 ,
275 ”41x” : 0.0014180410328042466 ,
276 ”42x” : 0.0012589437461969408 ,
277 ”43x” : 0.00039659033762980546 ,
278 ”44x” : 0.00030436002655310655 ,
279 ”45x” : 0.000933831899651577 ,
280 ”46x” : 0.000530324288691019 ,
281 ”47x” : 0.00043348246206048515 ,
282 ”48x” : 0.0006640582397522324 ,
283 ”49x” : 0.00033894639320686867 ,
284 ”50x” : 0.0006917273330752422 ,
285 ”51x” : 0.0003527809398683735 ,
286 ”52x” : 0 ,
287 ”53x” : 0.00012220516217662612 ,
288 ”54x” : 0 ,
289 ”55x” : 0.00012681667773046108 ,
290 ”56x” : 0.0003873673065221356 ,
291 ”57x” : 0.00026285638656859203 ,
292 ”58x” : 0.00040120185318364045 ,
293 ”59x” : 0.00013603970883813095 ,
294 ”60x” : 0 ,
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295 ”61x” : 0.0001406512243919659 ,
296 ”62x” : 0 ,
297 ”63x” : 0.00014526273994580085 ,
298 ”64x” : 0 ,
299 ”65x” : 0 ,
300 ”66x” : 0.00015218001327655327 ,
301 ”67x” : 0 ,
302 ”68x” : 0.0003135830576607764
303 } ,
304 ” p e r c o f f d up l i c a t e s ” : {
305 ”1x” : 69.1669609570782 ,
306 ”2x” : 14.803775129336389 ,
307 ”3x” : 5 .713960354318271 ,
308 ”4x” : 2 .8374469741850077 ,
309 ”5x” : 1 .562508538852907 ,
310 ”6x” : 0 .943885723451497 ,
311 ”7x” : 0 .6302098080163083 ,
312 ”8x” : 0 .4313994650044022 ,
313 ”9x” : 0 .315175061069876 ,
314 ”10x” : 0 .2389771070861143 ,
315 ”11x” : 0 .18740797424364408 ,
316 ”12x” : 0 .1433862642516686 ,
317 ”13x” : 0 .11011704708779513 ,
318 ”14x” : 0 .09149957839298382 ,
319 ”15x” : 0 .07111710572432883 ,
320 ”16x” : 0 .06037938280395768 ,
321 ”17x” : 0 .04908778834367744 ,
322 ”18x” : 0 .04200561758670637 ,
323 ”19x” : 0 .03367538962647346 ,
324 ”20x” : 0.025847338529091473 ,
325 ”21x” : 0.023417688707356877 ,
326 ”22x” : 0 .02095849907016046 ,
327 ”23x” : 0.016136124196018533 ,
328 ”24x” : 0.018078367062633122 ,
329 ”25x” : 0.010892806951545693 ,
330 ”26x” : 0.008640396022582007 ,
331 ”27x” : 0 .00877332519216019 ,
332 ”28x” : 0 .00682369737168015 ,
333 ”29x” : 0.005139927890356476 ,
334 ”30x” : 0.004652520935236465 ,
335 ”31x” : 0.004807604966411015 ,
336 ”32x” : 0.0049626889975855635 ,
337 ”33x” : 0.004874069551200106 ,
338 ”34x” : 0.0040174149028073605 ,
339 ”35x” : 0.0023262604676182325 ,
340 ”36x” : 0.0015951500349382166 ,
341 ”37x” : 0.0010929731720872966 ,
342 ”38x” : 0 .00252565422198551 ,
343 ”39x” : 0.0014400660037636678 ,
344 ”40x” : 0.00029539815461818825 ,
345 ”41x” : 0.000605566216967286 ,
346 ”42x” : 0.0003101680623490977 ,
347 ”43x” : 0.0003175530162145524 ,
348 ”44x” : 0 ,
349 ”45x” : 0 ,
350 ”46x” : 0.00033970787781091653 ,
351 ”47x” : 0.00034709283167637123 ,
352 ”48x” : 0.00035447778554182594 ,
353 ”49x” : 0.00036186273940728064 ,
354 ”50x” : 0.00036924769327273535 ,
355 ”51x” : 0.00037663264713819005 ,
356 ”52x” : 0 ,
357 ”53x” : 0.0003914025548690995 ,
358 ”54x” : 0 ,
359 ”55x” : 0 ,
360 ”56x” : 0 ,
361 ”57x” : 0 ,
362 ”58x” : 0 ,
363 ”59x” : 0 ,
364 ”60x” : 0 ,
365 ”61x” : 0 ,
366 ”62x” : 0 ,
367 ”63x” : 0 ,
368 ”64x” : 0 ,
369 ”65x” : 0 ,
370 ”66x” : 0 ,
371 ”67x” : 0 ,
372 ”68x” : 0
373 } ,
374 ” on o f f s t a t u s ” : ”warning ” ,
375 ” dup l i c a t e s s t a t u s ” : ”ok ” ,
376 ”warnthreshold ” : 80 ,
377 ”maxdupl icates ” : 5
378 }
379 ] ,
380 ” b e d f i l e ” : ”/home/ agarc i a /exomadata/exome . t a r g e t s . g1k . bed ” ,
381 ”maxdupl icates ” : 5
382 }
Caja de co´digo A.4: Archivo en formato JSON reads on target.json
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1 [
2 {
3 ”bamfilename” : ”/home/ agarc i a /exomadata/hg00097 .bam” ,
4 ” legend ” : ”hg00097 .bam” ,
5 ” h i s tda ta ” : {










































48 ” binedges ” : [
49 1 ,
50 76 .075 ,
51 151 .15 ,
52 226.22500000000002 ,
53 301 .3 ,
54 376 .375 ,
55 451.45000000000005 ,
56 526 .525 ,
57 601 .6 ,
58 676.6750000000001 ,
59 751 .75 ,
60 826 .825 ,
61 901.9000000000001 ,
62 976 .975 ,
63 1052 .05 ,
64 1127 .125 ,
65 1202 .2 ,
66 1277 .275 ,
67 1352.3500000000001 ,
68 1427 .425 ,
69 1502 .5 ,
70 1577 .575 ,
71 1652 .65 ,
72 1727.7250000000001 ,
73 1802.8000000000002 ,
74 1877 .875 ,
75 1952 .95 ,
76 2028 .025 ,
77 2103 .1 ,
78 2178 .175 ,
79 2253 .25 ,
80 2328.3250000000003 ,
81 2403 .4 ,
82 2478 .475 ,
83 2553 .55 ,
84 2628 .625 ,
85 2703.7000000000003 ,
86 2778 .775 ,
87 2853 .85 ,
88 2928 .925 ,
89 3004
90 ] ,
91 ” coveragepos ” : [
92 38 .54 ,
93 113 .61 ,
94 188 .69 ,
95 263 .76 ,
96 338 .84 ,
97 413 .91 ,
98 488 .99 ,
99 564 .06 ,
68 APE´NDICE A. MANUAL DE UTILIZACIO´N
ngsCAT2. An improved tool to assess the efficiency of targeted enrichment sequencing
100 639 .14 ,
101 714 .21 ,
102 789 .29 ,
103 864 .36 ,
104 939 .44 ,
105 1014 .51 ,
106 1089 .59 ,
107 1164 .66 ,
108 1239 .74 ,
109 1314 .81 ,
110 1389 .89 ,
111 1464 .96 ,
112 1540 .04 ,
113 1615 .11 ,
114 1690 .19 ,
115 1765 .26 ,
116 1840 .34 ,
117 1915 .41 ,
118 1990 .49 ,
119 2065 .56 ,
120 2140 .64 ,
121 2215 .71 ,
122 2290 .79 ,
123 2365 .86 ,
124 2440 .94 ,
125 2516 .01 ,
126 2591 .09 ,
127 2666 .16 ,
128 2741 .24 ,
129 2816 .31 ,
130 2891 .39 ,
131 2966.46
132 ] ,
133 ”width” : [
134 75 .075 ,
135 75 .075 ,
136 75 .075 ,
137 75 .075 ,
138 75 .075 ,
139 75 .075 ,
140 75 .075 ,
141 75 .075 ,
142 75 .075 ,
143 75 .075 ,
144 75 .075 ,
145 75 .075 ,
146 75 .075 ,
147 75 .075 ,
148 75 .075 ,
149 75 .075 ,
150 75 .075 ,
151 75 .075 ,
152 75 .075 ,
153 75 .075 ,
154 75 .075 ,
155 75 .075 ,
156 75 .075 ,
157 75 .075 ,
158 75 .075 ,
159 75 .075 ,
160 75 .075 ,
161 75 .075 ,
162 75 .075 ,
163 75 .075 ,
164 75 .075 ,
165 75 .075 ,
166 75 .075 ,
167 75 .075 ,
168 75 .075 ,
169 75 .075 ,
170 75 .075 ,
171 75 .075 ,




176 ” p e r c e n t i l e ” : {
177 ”Q1” : 33 ,
178 ”Q2” : 59 ,
179 ”Q3” : 96
180 } ,
181 ”max” : 3004 ,
182 ”min” : 0 ,
183 ”mean” : 76.24469254060716 ,
184 ”median” : 59 ,
185 ” zerocov ” : 46492724 ,
186 ” s ta tu s ” : ”ok ” ,
187 ”warnthreshold ” : 40
188 }
189 ]
Caja de co´digo A.5: Archivo en formato JSON percentile.json
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1 {
2 ”warnthreshold ” : 0 . 3 ,
3 ” r e s u l t s ” : [
4 {
5 ”bamfilename” : ”/home/ agarc i a /exomadata/hg00097 .bam” ,
6 ” h i s tda ta ” : {
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151 ” binedges ” : [
152 0 ,
153 0 .007 ,
154 0 .014 ,
155 0 .021 ,
156 0 .028 ,
157 0 .035 ,
158 0 .042 ,
159 0 .049 ,
160 0 .056 ,
161 0 .063 ,
162 0 .07 ,
163 0 .077 ,
164 0 .084 ,
165 0 .091 ,
166 0 .098 ,
167 0 .105 ,
168 0 .112 ,
169 0.11900000000000001 ,
170 0 .126 ,
171 0 .133 ,
172 0 .14 ,
173 0 .147 ,
174 0 .154 ,
175 0 .161 ,
176 0 .168 ,
177 0.17500000000000002 ,
178 0 .182 ,
179 0 .189 ,
180 0 .196 ,
181 0 .203 ,
182 0 .21 ,
183 0 .217 ,
184 0 .224 ,
185 0 .231 ,
186 0.23800000000000002 ,
187 0 .245 ,
188 0 .252 ,
189 0 .259 ,
190 0 .266 ,
191 0 .273 ,
192 0 .28 ,
193 0.28700000000000003 ,
194 0 .294 ,
195 0 .301 ,
196 0 .308 ,
197 0 .315 ,
198 0 .322 ,
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199 0 .329 ,
200 0 .336 ,
201 0 .343 ,
202 0.35000000000000003 ,
203 0 .357 ,
204 0 .364 ,
205 0 .371 ,
206 0 .378 ,
207 0 .385 ,
208 0 .392 ,
209 0 .399 ,
210 0 .406 ,
211 0.41300000000000003 ,
212 0 .42 ,
213 0 .427 ,
214 0 .434 ,
215 0 .441 ,
216 0 .448 ,
217 0 .455 ,
218 0 .462 ,
219 0.46900000000000003 ,
220 0.47600000000000003 ,
221 0 .483 ,
222 0 .49 ,
223 0 .497 ,
224 0 .504 ,
225 0 .511 ,
226 0 .518 ,
227 0 .525 ,
228 0 .532 ,
229 0 .539 ,
230 0 .546 ,
231 0 .553 ,
232 0 .56 ,
233 0.5670000000000001 ,
234 0.5740000000000001 ,
235 0 .581 ,
236 0 .588 ,
237 0 .595 ,
238 0 .602 ,
239 0 .609 ,
240 0 .616 ,
241 0 .623 ,
242 0 .63 ,
243 0 .637 ,
244 0 .644 ,
245 0 .651 ,
246 0 .658 ,
247 0 .665 ,
248 0 .672 ,
249 0 .679 ,
250 0 .686 ,
251 0.6930000000000001 ,
252 0.7000000000000001 ,
253 0 .707 ,
254 0 .714 ,
255 0 .721 ,
256 0 .728 ,
257 0 .735 ,
258 0 .742 ,
259 0 .749 ,
260 0 .756 ,
261 0 .763 ,
262 0 .77 ,
263 0 .777 ,
264 0 .784 ,
265 0 .791 ,
266 0 .798 ,
267 0 .805 ,
268 0 .812 ,
269 0.8190000000000001 ,
270 0.8260000000000001 ,
271 0 .833 ,
272 0 .84 ,
273 0 .847 ,
274 0 .854 ,
275 0 .861 ,
276 0 .868 ,
277 0 .875 ,
278 0 .882 ,
279 0 .889 ,
280 0 .896 ,
281 0 .903 ,
282 0 .91 ,
283 0 .917 ,
284 0 .924 ,





290 0 .966 ,
291 0 .973 ,
292 0 .98 ,
293 0 .987 ,
294 0 .994
295 ] ,
296 ” stdpos ” : [
297 0 ,
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298 0 .01 ,
299 0 .02 ,
300 0 .02 ,
301 0 .03 ,
302 0 .04 ,
303 0 .05 ,
304 0 .05 ,
305 0 .06 ,
306 0 .07 ,
307 0 .07 ,
308 0 .08 ,
309 0 .09 ,
310 0 .09 ,
311 0 . 1 ,
312 0 .11 ,
313 0 .12 ,
314 0 .12 ,
315 0 .13 ,
316 0 .14 ,
317 0 .14 ,
318 0 .15 ,
319 0 .16 ,
320 0 .16 ,
321 0 .17 ,
322 0 .18 ,
323 0 .19 ,
324 0 .19 ,
325 0 . 2 ,
326 0 .21 ,
327 0 .21 ,
328 0 .22 ,
329 0 .23 ,
330 0 .23 ,
331 0 .24 ,
332 0 .25 ,
333 0 .26 ,
334 0 .26 ,
335 0 .27 ,
336 0 .28 ,
337 0 .28 ,
338 0 .29 ,
339 0 . 3 ,
340 0 . 3 ,
341 0 .31 ,
342 0 .32 ,
343 0 .33 ,
344 0 .33 ,
345 0 .34 ,
346 0 .35 ,
347 0 .35 ,
348 0 .36 ,
349 0 .37 ,
350 0 .37 ,
351 0 .38 ,
352 0 .39 ,
353 0 . 4 ,
354 0 . 4 ,
355 0 .41 ,
356 0 .42 ,
357 0 .42 ,
358 0 .43 ,
359 0 .44 ,
360 0 .44 ,
361 0 .45 ,
362 0 .46 ,
363 0 .47 ,
364 0 .47 ,
365 0 .48 ,
366 0 .49 ,
367 0 .49 ,
368 0 . 5 ,
369 0 .51 ,
370 0 .51 ,
371 0 .52 ,
372 0 .53 ,
373 0 .54 ,
374 0 .54 ,
375 0 .55 ,
376 0 .56 ,
377 0 .56 ,
378 0 .57 ,
379 0 .58 ,
380 0 .58 ,
381 0 .59 ,
382 0 . 6 ,
383 0 .61 ,
384 0 .61 ,
385 0 .62 ,
386 0 .63 ,
387 0 .63 ,
388 0 .64 ,
389 0 .65 ,
390 0 .65 ,
391 0 .66 ,
392 0 .67 ,
393 0 .68 ,
394 0 .68 ,
395 0 .69 ,
396 0 . 7 ,
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397 0 . 7 ,
398 0 .71 ,
399 0 .72 ,
400 0 .72 ,
401 0 .73 ,
402 0 .74 ,
403 0 .75 ,
404 0 .75 ,
405 0 .76 ,
406 0 .77 ,
407 0 .77 ,
408 0 .78 ,
409 0 .79 ,
410 0 .79 ,
411 0 . 8 ,
412 0 .81 ,
413 0 .82 ,
414 0 .82 ,
415 0 .83 ,
416 0 .84 ,
417 0 .84 ,
418 0 .85 ,
419 0 .86 ,
420 0 .86 ,
421 0 .87 ,
422 0 .88 ,
423 0 .89 ,
424 0 .89 ,
425 0 . 9 ,
426 0 .91 ,
427 0 .91 ,
428 0 .92 ,
429 0 .93 ,
430 0 .93 ,
431 0 .94 ,
432 0 .95 ,
433 0 .96 ,
434 0 .96 ,
435 0 .97 ,
436 0 .98 ,
437 0 .98 ,
438 0 .99
439 ] ,
440 ”width” : [
441 0 .007 ,
442 0 .007 ,
443 0 .007 ,
444 0 .007 ,
445 0 .007 ,
446 0 .007 ,
447 0 .007 ,
448 0 .007 ,
449 0 .007 ,
450 0 .007 ,
451 0 .007 ,
452 0 .007 ,
453 0 .007 ,
454 0 .007 ,
455 0 .007 ,
456 0 .007 ,
457 0 .007 ,
458 0 .007 ,
459 0 .007 ,
460 0 .007 ,
461 0 .007 ,
462 0 .007 ,
463 0 .007 ,
464 0 .007 ,
465 0 .007 ,
466 0 .007 ,
467 0 .007 ,
468 0 .007 ,
469 0 .007 ,
470 0 .007 ,
471 0 .007 ,
472 0 .007 ,
473 0 .007 ,
474 0 .007 ,
475 0 .007 ,
476 0 .007 ,
477 0 .007 ,
478 0 .007 ,
479 0 .007 ,
480 0 .007 ,
481 0 .007 ,
482 0 .007 ,
483 0 .007 ,
484 0 .007 ,
485 0 .007 ,
486 0 .007 ,
487 0 .007 ,
488 0 .007 ,
489 0 .007 ,
490 0 .007 ,
491 0 .007 ,
492 0 .007 ,
493 0 .007 ,
494 0 .007 ,
495 0 .007 ,
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496 0 .007 ,
497 0 .007 ,
498 0 .007 ,
499 0 .007 ,
500 0 .007 ,
501 0 .007 ,
502 0 .007 ,
503 0 .007 ,
504 0 .007 ,
505 0 .007 ,
506 0 .007 ,
507 0 .007 ,
508 0 .007 ,
509 0 .007 ,
510 0 .007 ,
511 0 .007 ,
512 0 .007 ,
513 0 .007 ,
514 0 .007 ,
515 0 .007 ,
516 0 .007 ,
517 0 .007 ,
518 0 .007 ,
519 0 .007 ,
520 0 .007 ,
521 0 .007 ,
522 0 .007 ,
523 0 .007 ,
524 0 .007 ,
525 0 .007 ,
526 0 .007 ,
527 0 .007 ,
528 0 .007 ,
529 0 .007 ,
530 0 .007 ,
531 0 .007 ,
532 0 .007 ,
533 0 .007 ,
534 0 .007 ,
535 0 .007 ,
536 0 .007 ,
537 0 .007 ,
538 0 .007 ,
539 0 .007 ,
540 0 .007 ,
541 0 .007 ,
542 0 .007 ,
543 0 .007 ,
544 0 .007 ,
545 0 .007 ,
546 0 .007 ,
547 0 .007 ,
548 0 .007 ,
549 0 .007 ,
550 0 .007 ,
551 0 .007 ,
552 0 .007 ,
553 0 .007 ,
554 0 .007 ,
555 0 .007 ,
556 0 .007 ,
557 0 .007 ,
558 0 .007 ,
559 0 .007 ,
560 0 .007 ,
561 0 .007 ,
562 0 .007 ,
563 0 .007 ,
564 0 .007 ,
565 0 .007 ,
566 0 .007 ,
567 0 .007 ,
568 0 .007 ,
569 0 .007 ,
570 0 .007 ,
571 0 .007 ,
572 0 .007 ,
573 0 .007 ,
574 0 .007 ,
575 0 .007 ,
576 0 .007 ,
577 0 .007 ,
578 0 .007 ,
579 0 .007 ,
580 0 .007 ,




585 ” p e r c e n t i l e ” : {
586 ”Q1” : 0.1942488071712834 ,
587 ”Q2” : 0.2976809691401779 ,
588 ”Q3” : 0.4158891342754005
589 } ,
590 ”max” : 15.491933384829666 ,
591 ”min” : 0 ,
592 ”mean” : 0.3351479722152822 ,
593 ”median” : 0 .2976809691401779 ,
594 ” s ta tu s ” : ”warning”
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Caja de co´digo A.6: Archivo en formato JSON std wexons.json
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